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1. INTRODUCCION

En los ultimos anos hemos asistido a espectaculares avances en practicamente
todos los campos de la ciencia. Quizds una de las dreas donde se han producido
cambios mds notables, ha sido en la de la reproduccién y estos hechos han sido
posibles gracias a un conocimiento mds profundo de la anatomia, embriologia,

endocrinologia e histofisiologia de las estructuras involucradas.

En el caso del aparato genital del macho, estos avances han sido favorecidos
principalmente por el uso extensivo de la inseminacion artificial, que en un principio
se empleé en razas selectas de abasto, pero que posteriormente se ha empezado a
utilizar también en animales de compaiiia. Por otra parte, la necesidad de evaluar de
forma efectiva la fertilidad de los reproductores empleados, ha mostrado el imperativo
de profundizar en el conocimiento de las caracteristicas morfofisioldgicas del testiculo
en condiciones fisioldgicas, para posteriormente abordar el estudio de la patologia, que

en muchos casos puede ser causa de sub o infertilidad.

Las génadas de los mamiferos y concretamente el testiculo, son uno de los
6rganos que experimentan cambios mds drdsticos en su estructura a lo largo de la vida:
tras el nacimiento, el volumen testicular sufre una disminucién muy evidente debido
principalmente a la regresién de las células de Leydig fetales; después se mantiene en
una fase de reposo hasta la pubertad, a partir de la cual se produce un gran desarrollo

que coincide con el inicio de la espermatogénesis y la produccion de testosterona.

Amann (1981) considera la pubertad en el macho como el momento clave en
el que éste produce suficiente nimero de espermatozoides como para fecundar a la
hembra. En la mayoria de los animales el periodo puberal estd asociado con un rdpido
desarrollo testicular, un aumento gradual en la produccion de testosterona y el inicio
de la espermatogénesis; pero pubertad no es sindnimo de madurez sexual, ésta puede -

aparecer unos meses o afios mds tarde.
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El interés por el estudio del testiculo ya estaba presente entre algunos
investigadores de la Antigiiedad. Gran parte del conocimiento de la funcidn testicular
se ha producido como resultado de la prdctica de la castracidn. Aristdteles ya reconocia
las diferentes consecuencias de una castracién anterior o posterior a la pubertad. Sin
embargo la contribucidn del testiculo en la fertilidad no fue reconocida hasta 1667
cuando Leeuwenhoek observé por primera vez los espermatozoides (citado por Amann
y Schanbacher, 1983). En 1850 Franz Leydig describié las células intersticiales del

testiculo de los mamiferos y en 1865 Sertoli definié las células de sostén.

En los 1ltimos afios y gracias al empleo en histologia de técnicas morfométricas,
histoquimicas, inmunocitoquimicas y ultraestructurales, se ha podido profundizar en
las caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas del testiculo, comprobandose
la gran complejidad de éste 6rgano con la presencia de diversos compartimientos y

numerosos tipos celulares.

Entre los animales domésticos, el gato representa una de las espectes de
eleccién como animal de compafnija. Aunque la domesticacidn de este amimal procede
del antiguo Egipto, es en la segunda mitad det siglo XX cuando ha empezado a
competir con el perro como animal de compaiiia. Este hecho ha sido motivado por su
adaptabilidad social a pesar de su autosuficiencia, su belleza, su personalidad y la
facilidad de mantenimiento si se compara con el perro.

La hembra experimenta varios ciclos de receptividad sexual en una parte del
afio, normalmente desde finales del invierno al comienzo de primavera y a finales del
verano. Los machos pasan por un periodo de celo primaveral que disminuye hasta
convertirse en una fase de baja actividad sexual en otofio. Pero su vida sexual puede
estimularse o inactivarse por la disponibilidad y estado sexual de las gatas de la
vecindad {Wright,1582), aunque histolégicamente se ha comprobado que son fériiles
durante todo el ano (Burke, 1986). Los testiculos desciende tras el nacimiento,
experimentando un marcado aumento del tamaio y del peso desde los tres a cinco
meses de edad, aunque con técnicas histologicas se ha observado que la

espermatogénesis completa no aparece hasta el periodo comprendido entre los siete a
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nueve meses (Kirkpatrick, 1985).

Desde 1982 en el Departamento de Patologia Animal II de la Facultad de
Veterinaria de Madrid, se viene desarrollando una linea de investigacién referente al
estudio de la histologia y patologia del aparato genital en perros, €quidos y cipridos.
Como continuacién de la misma, y después de realizar una exhaustiva bisqueda
bibliogrdfica, hemos podido comprobar la escasez de informacién cientifica referente
al testiculo del gato. Estos trabajos se han centrado bdsicamente en el estudio de la
calidad del semen (Wildt y col.,1983) y los niveles de andrégenos y su relacion con
otros parametros como la estacién del ano, peso testicular, etc... (Kirkpatrick, 1985).
Desde el punto de vista morfoldgico destacamos los estudios de Pier (1985) sobre el
ciclo del epitelio seminifero, los de Wrobel y Hees (1987) sobre la localizacién de
células de Leydig ectépicas, y los de Viotto y col. (1993) sobre las caracteristicas
ultraestructurales de la red testicular. También hemos comprobado que, hasta la fecha,
son escasos los trabajos que emplean técnicas inmunohistoquimicas para determinar
la naturaleza de los filamentos presentes en los diversos tipos celulares y

compartimientos extracelulares del testiculo.

Basdndonos en lo anteriormente expuesto, y con el objeto de profundizar y
ampliar las investigaciones de nuestro Departamento a otras especies, nos hemos
planteado realizar un estudio evolutivo del testiculo del gato, desde la etapa perinatal

hasta la etapa adulta, con el fin de alcanzar los siguientes OBJETIVOS:

- Analizar, tanto estructural como ultraestructuralmente, las modificaciones

morfolégicas que se producen en el testiculo con la edad.

- Realizar un estudio morfolégico y comparativo de los diversos componentes celulares

del testiculo durante las diferentes etapas evolutivas.

- Detectar con técnicas inmunohistoquimicas las células productoras de testosterona

y su variacién con la edad.
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- Estudiar la naturaleza y distribucién de diversos filamentos intermedios en el testiculo

a lo largo de las diferentes fases de desarrollo, con técnicas inmunohistoquimicas.

- Realizar un estudio inmunohistoquimico y ultraestructural de las membrana basales

en las diferentes estructuras testiculares.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. CONSIDERACIONES GENERALES

El aparato genital del macho comprende las gonadas (los testiculos), un sistema
de conductos (conductos eferentes, epididimo, conducto deferente y uretra), gldndulas
accesorias (gldndulas bulbouretrales, vesiculas seminales y préstata) y el pene (Fawcett,
1987).

Los testiculos son érganos de naturaleza glandular con dos funciones bdsicas:
la secrecion de testosterona y otras hormonas a través del proceso de esteroidogénesis,
y la produccion de gametos masculinos a través de la espermatogénesis (Amann y
Schanbacher, 1983).

Los testiculos poseen forma ovoide con el eje mayor horizontal en los équidos,
vertical en los rumiantes y oblicuo en el verraco (Getty, 1975; Delhom y von
Lawzewitsch, 1985). En los carnivoros son de contorno ovoidal aunque comprimidos
lateralmente, y de posiciébn oblicua, con el extremo craneal orientado
craneoventralmente y el lado libre caudoventral (Nickel y col., 1979).

Los testiculos se localizan en la regién inguinal, en un revestimiento de la piel
denominado “escroto”, que en el gato es perineal, mévil y estd recubierto por pelo
(Dyce, 1987). Cada testiculo estd suspendido en el escroto por un largo pediculo
vascular, denominado "cordon espermdtico”, y que estd formado por el conducto
deferente, vasos sanguineos y linfiticos, nervios y el misculo cremaster (Delhom y von
Lawzewitsch, 1985).

El testiculo estd rodeado por una gruesa cdpsula de tejido conjuntivo denso, la
tinica albuginea. En la mayoria de las especies se puede distinguir una capa o "tdnica
vascular" donde existen numerosas ramas de la arteria y de la vena testicular, que es

superficial en perro y morueco, y profunda en verraco y en caballo (Delmann, 1993; |
Banks, 1993).
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La tinica albuginea se continda con trabéculas de tejido conjuntivo, "septula
testis”, que profundizan en el parénquima y lo dividen en lobulillos testiculares. Estas
trabéculas son gruesas y completas en perro y verraco, y delgadas e incompletas en
rumiantes y gatos. Las trabéculas convergen para formar el mediastino, localizado
centralmente en la mayoria de las especies a excepcion de los équidos, en los que se

localiza en el polo anterior del testiculo (Delhom y von Lawzewitsch, 1985).

El parénquima testicular consta de nibulos seminiferos e intersticio. Los tibulos
seminiferos constituyen basicamente la porcién exocrina del testiculo, y su producto
de secrecion final son los espermatozoides. La pared de los tibulos estd tapizada por
células germinales y células de Sertoli. Entre los fibulos se dispone el intersticio,
integrado principalmente por un tejido conjuntivo laxo rico en vasos y por las células
de Leydig o intersticiales, que constituyen el componente endocrino del testiculo
encargado de producir la testosterona.

Los tubulos seminiferos son tortuosos y experimentan abundantes
circunvoluciones en su recorride dentro de los lobulillos; luego se transforman en
tibulos rectos que constituyen el primer segmento de conductos excretores
intratesticulares, carentes por tanto de células de la linea germinal. Estos,
posteriormente se reunen a nivel del mediastino y forman la "rete testis" o red
testicular, un sistema de espacios plexiformes tapizados por un epitelio simple, que se
encuentra muy desarrolliado en el carnero y en ¢l caballo. La red testicular se dirige
por el mediastino a uno de los polos del testiculo, atraviesa la albuginea y se proyecta
fuera del mismo para dar origen a los conductillos eferentes, localizados en la cabeza
del epididimo y que constituyen la primera parte de conductos excretores

extratesticulares (McEntee, 1990).
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2.2. FASES EVOLUTIVAS DEL TESTICULO

Los estudios realizados en testiculos de diferentes especies indican que, desde
¢l periodo fetal hasta alcanzar la madurez, estos experimentan una serie de
modificaciones que culminan con el establecimiento de la espermatogénesis. La
duracion de este proceso varia dependiendo de 1a especie animal, y algunos autores han
establecido distintas fases en este desarrollo.

Flores y col. (1989) en el desarrollo postnatal del testiculo equino distinguen,
una fase prepuberal inicial, que dura aproximadamente hasta el afio y se caracteriza por
el predominio del intersticio sobre los tibulos sin luz, una fase prepuberal tardia hasta
los 16 meses, con la mayoria de tibulos con luz y estratificacion de las células
germinales, una fase puberal hasta los 18 meses caracterizada por el establecimiento
de la espermatogénesis y una fase adulta a partir de los 2 afos.

En el hombre, ademds del testiculo fetal, se distinguen un testiculo infantil
(hasta los 9 afos aproximadamente), un testiculo puberal caracterizado por la aparicién
de la estratificacion del epitelio seminifero y un testiculo adulto a partir de los 12 6 13
afios (Nistal y Paniagua, 1983).

Por todo lo anteriormente expuesto, y dado que gran parte de i0s trabajos
consultados estdn realizados sobre un periodo determinado del desarrollo testicular,
hemos considerado oportuno dividir esta parte de la revision bibliogrifica en cuatro
apartados. En primer lugar hablaremos del desarrollo embriolégico, que aunque es
una fase no incluida en nuestro trabajo, consideramos que tiene gran importancia para
la interpretacidn de alguno de los resultados obtenidos. Posteriormente realizaremos la
revision de la fases perinatal e infantil y a continuacién de las fases puberal y
adulta. En cada uno de estos tres apartados hablaremos principalmente de los tibulos
seminiferos, intersticio y cdpsula testicular.

En un apartado diferente realizaremos la revisién bibliografica de los tibulos
rectos y red testicular, ya que en estas estructuras las modificaciones que se producen

durante el desarrollo testicular no son tan significativas.
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2.2.1. DESARROLLO EMBRIOLOGICO

El origen de las distintas poblaciones celulares del testiculo ha sido uno de los
principales problemas que se plantearon los investigadores de principio de siglo.

Existian dos teorias en cuanto al origen de las células de los tibulos: algunos
autores que estudiaron las aves y otros vertebrados poco evolucionados zooldgicamente,
opinaban que las gonias y las células de Sertoli procedian de los gonocitos y de las
células de soporte respectivamente, las cuales estaban presentes en los cordones
sexuales del testiculo fetal (Swift, 1916); los investigadores que estudiaron testiculos
de roedores pensaban que los gonocitos degeneraban a los pocos dias del nacimiento,
mientras que las células de soporte proliferaban y se diferenciaban hacia gonias
definitivas y hacia células de Sertoli (Allen, 1918; Bookhout, 1937).

La procedencia de las células de Leydig presenté menos controversia, Varios
autores coincidieron en sefialar que tanto las fetales como las que aparecian en la

pubertad, derivaban de los fibroblastos (Gillman, 1948; Charny y col., 1952).

El sexo del embrién se determina ya en la fecundacidn, aunque las
caracteristicas especificas de cada sexo aparecen posteriormente. (Langman, 1981). A
esta etapa en la que aparecen los esbozos embrionarios de los érganos se la conoce con
el nombre de "estadio indiferenciado de la organogénesis”, y su duracién es variable
segun la especie animal; asi por ejemplo en el caballo se produce entre los dias 40-42
de vida fetal, en el perro tiene lugar en la cuarta semana y en la vaca en la sexta
semana (Noden y Lahunta, 1990).

La goénada indiferenciada procede de un engrosamiento del epitelio celémico de
la zona medioventral del mesonefros, denominado "cresta gonadal”. A esta drea, llegan
células germinales primordiales originadas en la pared dorsal del saco vitelino que
emigran por movimientos ameboides a través de 1a hoja esplacnica del intestino medio
hasta llegar a las crestas gonadales (Delhom y von Lawzewitsch, 1985).

El desarrollo gonadal del macho estd ligado a la regresion de los tdbulos

10



Revision Bibliogrdfica

mesonéfricos. Cordones de células epiteliales procedentes de estos tiibulos, invaden la
cresta gonadal agrupdndose en torno a las células germinales para formar en el
mesénquima indiferenciado los cordones sexuales primitivos (Noden y Lahunta, 1990).

La gonada del macho se diferencia antes que la génada de 1a hembra (Jost y col.
1974). En el cerdo comienza a ser ultraestructuralmente reconocible como testiculo,
a los 26 dias de desarrollo embriolégico (Pelliniemi, 1975a).

La diferenciacidn de los cordones testiculares se produce a partir del
decimaotercer dia de gestacion en la rata (Jost y col. 1974), vigésimo sexto en el cerdo
(Pelliniemi, 1975a) y el dia cuarenta y cinco en el hombre (Pelliniemi y col. 1980). Su
formacion estd ligada a la presencia del antigeno H-Y (presente en el brazo corto del
cromosoma Y) y su unidn a los receptores de las células somdticas de las crestas
gonadales (Waites y col. 1985).

El desarrollo de los cordones tiene lugar en la regién medular de las crestas
gonadales. Se disponen formando asas y quedan separados del epitelio celdmico por
una capa de tejido mesenquimatoso bien definida que es la primitiva tinica albuginea,
primer dato histolégico que permite la identificacion del testiculo (Noden y Lahunta,
1990). Estos cordones estdn integrados por células germinales primordiales asociadas
a las células precursoras de Sertoli, que derivan de células epiteliales mesonéfricas
(Langman, 1982).

Por mitosis de las células germinales primordiales se originan los gonocitos. En
el embrién humano el primer gonocito se observa en la sexta semana y presenta un
micleo redondo con un nucleolo evidente y microvellosidades citoplasmdticas. Estos
perduran hasta el nacimiento. El segundo tipo aparece en la décima semana de
desarrollo y contiene abundante glucégeno. Desaparece poco después de la décima
semana, su vida es efimera. Hacia la semana 12, junto a los gonocitos aparecen las
espermatogonias fetales, caracterizadas por tener escasa cantidad de glucégeno.
(Paniagua, 1993)

Entre los tiibulos se localizan las células intersticiales que proceden de células
del mesénquima relacionadas con la cresta gonadal (Noden y Lahunta, 1990). En el
cerdo las células de Leydig se pueden distinguir a partir del dia 30 de gestacidn,

aunque ¢l testiculo produce testosterona algo antes (Stewar y Raeside, 1976).
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Los embriones de ambos sexos poseen conductos y tibulos gonadales: los
conductos mesonéfricos o de Wolf y los conductos paramesonéfricos o de Miiller que
discurren paralelos entre si. En el hombre son visibles en la sexta semana de vida
intrauterina. El que uno de éstos conductos alcance un desarrollo completo depende
del sexo del embrion. Si es macho, los conductos de Wolff formardn el conducto
genital principal, y si es hembra se desarrollardn los conductos de Miiller (Langman,
1982).

Las células de Sertoli fetales intervienen activamente en la organizacion de la
gonada del macho bajo 1a influencia del antigeno H-Y, y a través de la secrecion de
la hormona antimiilleriana, principal responsable de la involucién del conducto de
Miiller, y primera sustancia secretada por el testiculo. En bévidos es detectable entre
los dias cuarenta y dos y cuarenta y tres de vida fetal, y alcanza una concentracion
mdxima entre los cincuenta y ochenta dias (Vigier y col. 1984), En el perro se ha
demostrado inmunohistoquimicamente la presencia de esta sustancia desde el dia 36
al 46 de gestacién y coincide con la regresién completa del conducto de Miiller
(Meyers-Wallen, 1991).

A medida que avanza la gestacion, en el testiculo fetal se siguen produciendo
modificaciones encaminadas al establecimiento del testiculo diferenciado.

- En el cerdo, a los 35 dias de 1a fecundacién, los cordones sexuales forman una
red anastomosada, rodeada por numerosas c€lulas de Leydig de gran tamano. Desde
el dia 35 al 52 de gestacién se produce un aumento en el didmetro de los cordones
testiculares, que viene dado por un aumento en el nimero de células de Sertoli y
gonocitos. Las anastomosis de los cordones se van perdiendo y persisten solo en la
periferia de la génada, transformandose 1os cordones, en tibulos sdlidos y rectos. Las
células de Sertoli, que descansan sobre 1a membrana basal, van adquiriendo una forma
elongada (van Vorstenbosch y col., 1984).

En la rata, durante el periodo fetal tardio y bajo la influencia de la FSH, se
produce entre las células de Sertoli un elevado nimero de mitosis que origina un
crecimiento de los cordones testiculares (Pelliniemi y col. 1980). La proliferacién es |

maxima en los dias 20 y 21 de gestacién y disminuye progresivamente hasta después
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del nacimiento (Orth, 1982).

En el perro, en el dia 32 de gestacién, la gonada estd indiferenciada. Del dia
36 al 46, los cordones sexuales se diferencian localizdndose en un principio en la zona
medular de la gonada. Estos cordones son sélidos y estdn formados por células de
Sertoli de forma columnar y orientadas perpendicularmenie a la membrana basal, y un
pequefio niimero de grandes células germinales esféricas, de citoplasma pdlido y niicleo
grande y redondo (Meyers-Wallen, 1991).

La diferenciacion de las células de Leydig fetales se atribuye a la sintesis de
gonadotropina coriénica por los cdlices endometriales de la placenta. La testosterona
es la principal hormona sintetizada por las células de Leydig y potencia el desarrollo
de las estructuras que derivan de los tibulos y conductos mesonéfricos o de Wolff
como son los conductos eferentes, conducto deferente, epididimo, ampolla y gidndulas
vesiculares (Amann y Schanbacher,1983; McEntee, 1990).

En el testiculo fetal humano la testosterona ha sido detectada entre la octava y
novena semana  aumentando considerablemente su concentracién desde la
decimotercera a la decimosexta semana. Durante estas semanas €l volumen de las
células de Leydig supone el 50% del volumen testicular. A partir de la semana 24 el
mimero de células de Leydig disminuye progresivamente (Hooker,1970).

En el cerdo, la esteroidogénesis comienza entre los dias 30 y 35 de gestacién.
En el intersticio localizado entre los cordones sexuales anastomosados, se distinguen
pequenos grupos de células de Leydig. Estas son grandes y poligonales, el niicleo es
oval con uno 0 mds nucleolos y el REL estd muy desarrollado (van Vorstenbosch y col.
1982). El nimero de células de Leydig empieza a disminuir hacia el dia 60 de
gestacidn, vuelve a aumentar su nimero hacia el dia 80 y alcanza un mdximo 20 dias
después del nacimiento. A partir del dia 75 de gestacién se distinguen dos tipos de
células de Leydig: las peritubulares, de forma alargada, y las intertubulares, de forma
ovoidal y nicleo excéntrico. Estas en un principio aparecen solitarias, pero a partir del
dia 80 tienden a agruparse, aumentan de tamafo, y van adquiriendo una forma mds
poligonal (van Vorstenbosch y col. 1984).

En équidos, existe un gran niimero de células intersticiales del tercero al sexto
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mes de gestacion. Dicho niimero va disminuyendo progresivamente desde el sexto mes

hasta el nacimiento (Gonzdlez-Angulo y col. 1971).

En 1968 Wensing realiza un estudio sobre el mecanismo de migracion testicular,
observando el papel tan importante que juega el crecimiento y posterior regresién del
gubernaculum en dicho proceso.

El gubernaculum es una estructura mesenquimatosa que se¢ extiende desde el
polo caudal del testiculo hasta una protuberancia existente entre los musculos oblicuo
externo y oblicuo interno, lugar donde se localizard el futuro canal inguinal. Su
estructura consiste en un tejido conjuntivo con fibroblastos, fibras de coldgeno, y
sustancia intercelular rica en mucopolisacéridos y agua (McEntee, 1990).

Durante el proceso de descenso testicular, la parte extraabdominal del
gubernaculum aumenta de tamafio en la zona que se abre al canal inguinal. Este
aumento produce una traccién sobre la porcion intraabdominal del gubernaculum vy tira
de ésta junto con el testiculo y el epididimo.

El transito del testiculo a través del canal inguinal tiene lugar en el perro a los
8-10 dias del nacimiento (Wensing, 1973), en el temero a los 100-105 dias de
gestacion, en el cerdo a los 100-110 dias y en el caballo durante el dltimo mes de
gestacion (Gier y Marion, 1969).

Posteriormente tiene lugar una fase de regresién del gubernaculum, al final de
la cual el testiculo se localiza ya en el escroto (Baumans y col., 1981).

Los gatos, al nacimiento, presentan los testiculos totalmente descendidos
(Burke, 1986).
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2.2.2. FASE PERINATAL E INFANTIL,

En 1872, Hofmeister (citado por Whitehead, 1904) realizé una de las primeras
aportaciones sobre las modificaciones del testiculo humano con la edad. Su trabajo se
centrd en la variacién en el nimero de células intersticiales de Leydig desde el gltimo
periodo de desarrollo fetal hasta el adulto. En la etapa fetal estas células constituian dos
tercios del total de la gliandula. Después del nacimiento, su nimero disminuia
progresivamente hasta los 8 afios en que representaban una décima parte, y a partir de

la pubertad su nimero volvia a aumentar considerablemente.

Kirkhan, en 1915, centrdndose también en la ultima fase del desarrollo fetal y
en la etapa neonatal del testiculo de ratén, hace una descripcion de las poblaciones
celulares en los "cordones sexuales” o tibulos seminiferos.

En los tibulos del testiculo fetal describe dos tipos celulares: las céluias
epiteliales, y las células germinales. Las primeras, muy numerosas, son de pequeno
tamafio y ocupan la zona basal del tibulo. Las segundas son de mayor tamafo y
aparecen en la zona central del tibulo. Sefiala que estas uitimas degeneran en su
mayoria, y que al nacimiento los tibulos presentan células epiteliales y algunas gonias
derivadas de las células epiteliales.

En 1957, Clermont y Perey en ratas inmaduras, realizan una descripcion muy
detallada de las células de los tibulos seminiferos y de las principales modificaciones
que sufren en el proceso de maduracion.

En animales de 4 a 6 dias de edad, destacan la presencia de grandes y pequefias
mitosis en los tibulos. Las primeras aparecen a partir del cuarto dia, y se dan entre los
gonocitos. Las segundas se observan entre las células de soporte, y duran desde el
sexto al dfa 18,

Estos autores describen a los gonocitos como células de gran tamano con un
nicleo grande, esférico y pdlido, que tiene finos granulos de cromatina y dos o mas
nucleolos globulares. Los gonocitos que proliferan originan gonias tipo A,

caracterizadas por tener el nucleolo cubierto por cromatina.
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A partir del sexto dia, observan entre las gonias, otro tipo de célula que
presenta gruesos granulos de cromatina en la membrana nuclear y el nucleolo. Son las
gonias indiferenciadas (I), que derivan de las anteriores. Estas células a su vez, a partir
del dia 7-8, oniginan gonias tipo B caracterizadas por tener gruesos granulos de
cromatina a 1o largo de la membrana nuclear. Asi mismo observan espermatocitos
primarios entre los dias 9 y 12.

Finalmente, estos investigadores indican que las células de Sertoli también
sufren modificaciones estructurales, las cuales aparecen a partir del dia 33, y se
caracterizan por un alargamiento del niicleo, la presencia de un nucleolo esférico y

central, y la formacién de una profunda indentacién en la membrana nuclear.

Mancini y col. (1960), realizan un andlisis histolégico e histoquimico en
testiculo humano y llegan a la conclusion de que la linea germinal se diferencia en tres
ondas sucesivas. La primera y la segunda se suceden durante el periodo fetal y el
infantil, y la tercera comienza en la pubertad conduciendo a la espermatogénesis. Las
células de Sertoli, sin embargo, estdn presentes como células precursoras en el periodo

fetal, persisten asi durante la infancia y empiezan a madurar en la pubertad.

Courot (1962), en testiculo de carnero, hace una diferenciacion entre gonocitos,
preespermatogonia y gonias tipo A, indicando que los primeros se caracterizan por
localizarse en la zona central del tibulo, y por tener una gran actividad mitdtica, ya
que proliferan hasta el nacimiento.

Las preespermatogonias se observan desde el nacimiento hasta el segundo mes
de vida y se localizan en la periferia del tibulo. Su principal diferencia con las
anteriores, €s que tienen mayor cantidad de organelas y presentan puentes
citoplasmaticos de unién con preespermatogonias vecinas.

Las gonias tipo A aparecen a partir del segundo mes y estdn sometidas también

a una fuerte actividad mitdtica.

En 1963, Mancini y col., para completar las investigaciones empezadas un afo

antes, realizan un andlisis cuaniitativo de las variaciones de los fibroblastos y células
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de Leydig con la edad y su interrelacidn para establecer un orden en su desarrollo,
Para estos autores existen dos ciclos totalmente diferenciados en el desarrollo
de las células de Leydig y ambos se originan a partir de los fibroblastos. Las células
de Leydig fetales degenerarian después del nacimiento y durante la infancia sélo se
encontrarian en el intersticio precursores de células de Leydig; ya en la pubertad
aparecerian células de Leydig adultas que se originarian a partir de las células

existentes durante la infancia.

En 1967, Ross determina la naturaleza y evolucién de las células fusiformes y
de cardcter contréctil localizadas alrededor de los tibulos seminiferos del testiculo de
ratas de diferentes edades mediante un estudio ultraestructural.

En animales recién nacidos, observa células alargadas que se disponen en dos
o tres capas alrededor de cada tibulo, apareciendo entre ellas algunas figuras mitéticas;
estas células presentan una membrana citoplasmatica lisa y en su citoplasma destaca la
presencia de RER y numerosas mitocondrias. Por sus caracteristicas las compara con
fibroblastos.

En ratas de 7 dias, estas células peritubulares se disponen en una sola capa y
sus principales caracteristicas son la presencia de abundantes filamentos de 400 nm de
didmetro con una estructura semejante a los miofilamentos de las células musculares
lisas, y el presentar una limina basal alrededor de casi todas las células peritubulares.

En animales de 19 dfas, estas células se disponen formando una capa continua
alrededor de cada tibulo, ocupando los filamentos gran parte del citoplasma, y
presentando la ldmina basal numerosas vesiculas de pinocitosis. Alrededor de las
células peritubulares aparece una segunda capa de células fusiformes que se identifican
como fibroblastos. Este autor concluye su trabajo, destacando la naturaleza muscular

de las células peritubulares y su origen a partir de fibroblastos.

En este mismo afo (1967), Flickinger, analiza ultraestructuralmente en el ratén
el desarrollo de las células de Sertoli hasta alcanzar la madurez sexual, indicando que
los principales cambios se producen entre la segunda y cuarta semana de vida, y

destacando entre ellos el aumento del tamano celular, el desarrollo gradual de los
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procesos citoplasmadticos entre las células germinales y la aparicién de complejos de
unién entre las células de Sertoli. En el nicleo senala la aparicion de una profunda
indentacién en la membrana nuclear y la formacidn de una estructura nucleolar
tripartita.

Observa ademds un incremento en el REL, y esto lo relaciona con la
adquisicion de una capacidad para la sintesis de hormonas esteroideas.

Debido a la naturaleza avascular de los tibulos, este autor ya sugiere que los
nutrientes y metabolitos pasan a través de las células de Sertoli, y que los complejos

de unidén limitarian el paso de material hacia el interior del tibulo.

Skinner y col. en 1968, realizan un estudio del desarrollo postnatal del tracto
reproductivo del carnero y su relacién con los cambios en los niveles séricos de
gonadotropina. Indican que desde el nacimiento hasta el dia 42, las modificaciones son
escasas y la secrecién de andrégenos es baja. A partir de este dia se produce un cambio
brusco caracterizado por un aumento muy marcado en la actividad androgénica y el
establecimiento de la espermatogénesis.

Para estos investigadores la pubertad viene dada por la accidon de los andrégenos
en respuesta a la liberacién de gonadotropinas por parte de la gldndula pituitaria, y su
accion sobre Organos diana, ademds del desarrollo de los caracteres sexuales

secundarios.

Vilar en 1970, estudia en testiculo humano infantil, las células de Sertoli
diferenciando dos tipos, las células de Sertoli claras y las oscuras, indicando ademds
que estas cé€lulas durante el periodo infantil estin sometidas a un proceso de

proliferacién celular,

La ultraestructura de las células germinales y las células de Sertoli en testiculo
postnatal de conejo, fue estudiada por Gondos y col. en 1973, y asi indican que la
aparicién de la luz tubular coincide con la presencia de espermdtidas, destacando
ademds la estrecha relacion de las células de Sertoli con elementos germinales durante

el periodo postnatal, y la presencia en el interior de las células de Sertoli, de material
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fagocitado derivado de la degeneracién de células germinales. Estos hallazgos les
sugieren un posible mecanismo de apoyo por parte de las ¢élulas de Sertoli en la

maduracién de las células germinales.

En 1974 Bustos-Obregén y Courot, analizan ultraestructuralmente los cambios
que se producen en la ldmina propia de los tibulos seminiferos de dvidos, desde 1a fase
fetal hasta alcanzar la madurez sexual. En fetos de 54 dias observan una membrana
basal simple o doble, alrededor de la cual se disponen tres o cuatro capas de células
fibrobldsticas que presentan en su citoplasma filamentos de 80 A de didmetro. En
animales de dos meses de edad encuentran una membrana basal de apariencia
multilaminar (8 a 10 ldminas), y externamente a ella dos o tres capas de células, de las

cuales la mds interna son células contrictiles bien diferenciadas.

Hadziselimovic y Seguchi (1974), mediante un estudio histométrico realizado
en testiculo humano, muestran como disminuye el nimero de células de Sertoli por
corte transversal de tibulo desde aproximadamente 28 células que hay en el
nacimiento, hasta aproximadamente 10 células por tibulo en el adulio.

Estos autores realizan ademds un andlisis ultraestructural de las células de
Sertoli, confirmando también la existencia de dos tipos de células de Sertoli inmaduras,

unas de micleo redondo y otras de nicleo alargado.

En 1976, Nagano y Suzuki, por medio de la criofractura, estudian el desarroilo
de los complejos de unidn en las células de Sertoli de raton tras el nacimiento,
observando que en neonatos, entre las células de Sertoli, predominan las uniones tipo
GAP, mientras que las uniones tipo ocluyente solo aparecen en una zona muy limitada
de la superficie celular. Con el paso del tiempo disminuye gradualmente el nimero de
uniones tipo GAP a la vez que las ocluyentes van aumentado y forman una red de
uniones que discurren paralelas unas a otras. El desarrollo de este tipo de union es
anterior a la aparicioén de luz en los tibulos.

Por ultimo, resaltan la importancia de estas uniones como base de la barrera

hematotesticular, la cual queda establecida a partir del dia 16 después del nacimiento.
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El desarrollo y la involucidn de las células de Leydig fetales en el testiculo
humano es estudiado histoldgicamente por Gondos en 1977, el cual llega a la

conclusién de que los precursores son células mesenquimatosas indiferenciadas,

Van Straaten y Wensing en 1978, establecen dos fases en el desarrollo de las
células de Leydig del testiculo de cerdo hasta la madurez sexual, utilizando métodos
histolégicos, histomorfométricos e histoquimicos.

La primera fase se desarrolla durante el periodo perinatal, y se caracteriza
porque aparecen células de Leydig de gran volumen. Distinguen dos tipos de células
de Leydig, las intertubulares localizadas entre los tibulos y las peritubulares, alrededor
de los nibulos y menos desarrolladas. A partir de la segunda o tercera semana, ambas
sufren un proceso de regresion.

La segunda fase se observa a partir de la semana 13 de vida, y se caracteriza
porque hay un predominio de células peritubulares, que aparecen mas desarrolladas.

Estos autores ademds determinan, con técnicas histoquimicas, la actividad de
la enzima hidroxiesteroidodeshidrogenasa y las concentraciones de androgenos en suero
y en testiculo. Demuestran que en la primera fase, la actividad enzimdtica es alta en
las células intertubulares extendiéndose rdpidamente al otro tipo celular. Desde la
tercera a la decimotercera semana, la actividad enzimdtica apenas es apreciable y los
niveles de androégenos son bajos. De aqui en adelante, vuelve a ser apreciable la
actividad enzimdtica, siendo mds intensa en la células peritubulares; esto coincide con

un aumento en los niveles de andrégenos en suero y en testiculo.

En 1981, es estudiado el desarrollo de las células contrictiles de la cdpsula y
el tejido de alrededor de los tiibulos seminiferos del testiculo de conejo, por Leeson y
Forman.

En la tdnica albuginea de animales recién nacidos observan, con el microscopio
electrénico, miocitos muy inmaduros e indican que en el proceso de maduracion de
estas células se produce un aumento en €l ndimeroc de miofilamentos
intracitoplasmaticos, la aparicién de cuerpos densos o placas de unidn, la formacion

de vesiculas de pinocitosis, y la adquisicion de una ldmina basal continua. Este proceso
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se completa a los 128 dias, y las células musculares lisas se disponen en dos capas bien
organizadas: una superficial, donde las células se orientan longitudinalmente, y otra
profunda, donde las células se disponen circularmente.

Por otro lado, Leeson y Forman, sefialan que el tejido peritubular posee entre
dos y cuatro capas de células indiferenciadas en el nacimiento, que ya a partir de la
primera semana se condensan en dos. Las células de las capas mds internas presentan
en su citoplasma pequefios grupos de microfibrillas, y la capa mds externa estd
compuesta por fibroblastos.

El proceso de maduracién se completa a los 112 dias, y el tejido peritubular
queda organizado en cuatro capas: dos celulares y dos acelulares. La capa mds intema
estd integrada por fibras de coldgeno, orientadas paralelas al eje longitudinai de los
tibulos. La segunda es una capa continua de miocitos. Cada una de estas células
aparecen rodeadas por una membrana basal. A continuacidn se dispone una capa de
fibras de coldgeno orientadas longitudinaimente, existiendo en la dltima fibroblastos

dispuestos longitudinalmente.

En 1982, Chevalier y Dufaure, en un estudio en testiculo de cerdo prepuberal,
observan que el citoesqueleto de la célula de Sertoli queda organizado durante esta
etapa. Comprueban ademds que después de realizar una hipofisectomia, este
citoesqueleto puede sufrir una regresion como consecuencia de que estd regulado

directa o indirectamente por hormonas de ia hipéfisis.

Nistal y col. (1982), comprueban con métodos histométricos la disminucion
progresiva del nimero de células de Sertoli desde el nacimiento hasta la pubertad en
el testiculo humano. Resaltan ademads la presencia de mitosis de estas células en recién
nacidos que cesan a los pocos dias, hecho que ya habia sido sefialado anteriormente por

Otros autores.

Un afio mds tarde (1983), otro grupo de investigadores encabezado también por
Nistal, completa el estudio iniciado, con un andlisis a nivel ultraestructural de las

células de Sertoli.
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En ninos recién nacidos destacan principalmente la distribucidén
pseudoestratificada de las células de Sertoli, y consideran que la descripcion que
realizan otros autores de dos tipos de células de Sertoli son el resultado de la
adaptacion de un solo tipo celular a una distribucién pseudoestratificada. También
destacan la presencia en el citoplasma de estas células de gran cantidad de RER, hecho
que relacionan con la secrecion de hormona antimiilleriana.

Las principales modificaciones que observan en el proceso de maduracién son:
la formacién de complejos de union entre las células de Sertoli a partir de los cinco
afios y que termina al llegar a la pubertad; el aumento de REL, fenémeno que estd
relactonado con la adquisicién de capacidad de sintesis de esteroides; a nivel nuclear
la formacion de una profunda indentacién en la envoltura nuclear y la aparicion de una
estructura nucleolar tripartita; la presencia de cristales de Charcot- Bottcher en el
citoplasma, integrados por acimulos filamentosos que progresivamente se van
alargando.

Estos autores sefialan también como fenémeno importante, la transformacién
que sufre el tejido peritubular que pasa de tener una ldmina basal simple y una ¢ dos
capas de miofibroblastos en el nacimiento a presentar en la pubertad una ldmina basal

multilaminar y miofibroblastos dispuestos en varias capas.

Este mismo afio (1983) Herrera y col., trabajando con cerdos de diferentes
edades, miden mediante Ia ténica de RIA los niveles de androstenodiona, testosterona
y dihidrotestosterona, y lo relacionan con la morfologia de las células de Leydig.

Observan como disminuye el tamaiio y el numero de células de Leydig a partir
del dia 40 de vida y ésto coincide con una disminucion en ia produccion de esteroides.
A partir del dia 78 se produce un aumento tanto en el niimero de células como en la

concentracion de los niveles de esteroides.

En 1984 Paniagua y Nistal, realizan un estudio morfoldgico y ultraestructural
de las espermatogonias humanas desde el nacimiento hasta el comienzo de la pubertad.
Al nacimiento observan la presencia de espermatogonias fetales que se

caracterizan por su gran tamafio y que persisten durante toda la infancia hasta los 6
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afos de edad junto a las espermatogonias de transicién. También encuentra tres
variantes de espermatogonias tipo A, muy numerosas desde el nacimiento hasta la
pubertad, y por dltimo describen espermatogonias tipo B presentes en ndmero muy bajo
a partir de los 6 anos de edad, pero cuyo niimero va aumentando lentamente.

Estos autores consideran que las caracteristicas ultraestructurales de las
espermatogonias tipo A que aparecen durante la infancia, son similares a las que
aparecen en el testiculo adulto, por lo que la denominacidn que utilizan eilos para estas

células durante la etapa infantil es correcta.

Van Vorstenbosch y col. (1984), realizan una investigacién para establecer el
efecto que tiene la privacién de gonadotropinas sobre el desarrollo de las células de
Leydig. Para ello utilizan testiculos de cerdo de diferentes edades y testiculos de fetos
de 75 dias decapitados.

Desde el periodo fetal tardio hasta después del nacimiento destacan el desarrollo
gradual del REL. En testiculos de fetos decapitados, resaltan el escaso desarrollo de
las células de Leydig, siendo el REL la organela mas afectada. Estos resultados les
llevan a afirmar que el desarrollo de la segunda onda de células de Leydig se ve muy

afectado por la falta de hormonas gonadotrépicas.

Estos mismos autores y en este mismo afio, amplian el estudio iniciado a las
células de Sertoli, y comprueban que en los fetos decapitados no existen alteraciones
en el desarrollo de las células de Sertoli, hecho que les sugiere que su desarrollo no

estd controlado por las hormonas gonadotrépicas.

Prince (1984) examina, con microscopio electronico, el intersticio de testiculos
prepuberales humanos, para clarificar y cuantificar los tipos celulares presentes durante
este periodo.

Determina que las células de Leydig inmaduras suponen un 9%, las cé€lulas
fibrobldsticas primitivas intertubulares un 63 % y los fibroblastos peritubulares un 28%.
Comprueba la estrecha relacidn entre los fibroblastos peritubulares y las células

fibrobldsticas primitivas, a las que distingue por su forma y su localizacion.
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Por otro lado, Prince observa que las caracteristicas morfoldgicas de las células
de Leydig inmaduras, son las tipicas de una célula productora de esteroides y ésto le
lleva a considerarlas como las progenitoras de la poblacién de células de Leydig
adultas. Sin embargo, lo que no aclara totalmente mediante sus investigaciones, es si
esta poblacién inmadura es un remanente de las células de Leydig fetales o si se

diferencia a partir de las células fibrobldsticas primitivas.

Son muy interesantes las aportaciones realizadas por van Vorstenbosch y col.
(1984), en testiculo fetal y neonatal de cerdo. Realizan un estudio inmunocitoquimico
de los filamentos intermedios desde el 52 dia de fecundacién hasta el nacimiento,
periodo que coincide con la regresién de las células de Leydig fetales.

Entre sus resultados destacan la positividad de las células de Sertoli frente al
filamento intermedio vimentina. En las células de Leydig también encuentran una
positividad que va en aumento coincidiendo con el proceso de regresion que sufren
estas células. Por otro lado, no encuentra células positivas frente a la desmina, y con
respecto a las citoqueratinas solo observan reaccidn en las células epiteliales de la red

testicular.

En 1985 Waite y col., publican un trabajo sobre la maduracion funcional de las
células de Sertoli y las de Leydig de distintos mamiferos, y sefialan a la proteina
ligadora de andrégenos (ABP) como un marcador postnatal de la secrecion proteica de
las células de Sertoli, y que estd bajo el control de la FSH. En ratas, su concentracion
es mdxima la tercera semana de vida. Con la formacién de la barrera hematotesticular
y el comienzo de la secrecion de fluidos de las células de Sertoli hacia la luz tubular,
la ABP se vierte en parte al epididimo.

También indican que algunas de las actividades de las células de Sertoli
inmaduras, son reguladas por la FSH, y asi encuentran que el mimero de receptores
en éstas células aumenta ligeramente en corderos hasta aproximadamente los 80 dias
de edad.

En las células de Leydig la alta concentracién de testosterona declina poco

después del nacimiento y permanece baja justo hasta antes de la pubertad. La
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concentracién de LH también varia de la misma forma: desciende poco después dei
nacimiento, y vuelve a aumentar durante la pubertad, originando un incremento en el
nimero de células de Leydig activas.

Mediante un cuitivo conjunto de células de Leydig y células de Sertoli de cerdo,
se muestra que la FSH actia via célula de Sertoli estimulando la secrecién de

testosterona por parte de la célula de Leydig.

Nistal y col. en 1986, utilizan el método de la peroxidasa antiperoxidasa, para
detectar células de Leydig productoras de testosterona en el testiculo humano.
Observan un descenso muy marcado de estas células a partir de los 3-6 meses
de edad. Hasta los seis afios solo encuentran un pequefio nimero de células positivas
a testosterona, y de aqui en adelante el nimero de células aumenta graduaimente.
Con el microscopio electronico diferencian cuatro tipos de células de Leydig:
las células de Leydig fetales, que aparecen desde el nacimiento hasta el aio y que
tienen un micleo redondo, abundante REL y mitocondrias con crestas tubulares; las
células de Leydig infantiles, presentes desde el nacimiento hasta los 8-9 afios, y que
muestran un REL poco desarrollado, un nicleo multilobulado,y algunas gotas lipidicas;
las células de Leydig prepuberales parcialmente diferenciadas (de seis afios en adelante)
con un nicleo redondo, abundante REL, algunas gotas lipidicas y grdnulos de
lipofuscina; por dltimo las células de Leydig adultas desde los 8-10 afios en adelante.
Las caracteristicas ultraestructurales de las células de Leydig infantiles y la
ausencia de células fetales cuando aparecen las infantiles, les llevan a plantear la
hipdtesis de que las células de Leydig fetales originarian las de tipo infantil. También
plantean la posibilidad de que en la pubertad los precursores de miofibroblastos se
transformarfan en células de Leydig parcialmente diferenciadas, que a su vez se

transformarian en Leydig adultas.

El desarrollo de las céiulas de Sertoli de bdvidos es estudiado a nivel
ultraestructural por Sinowatz y Amselgruber, en 1986. Estos autores sefialan que en
animales de 24 semanas, los complejos de union entre las células de Sertoli vecinas han

completado su desarrollo y son la base de la barrera hematotesticular, que ya es
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funcional a pariir de este momento.

La presencia de un RER y un complejo de Golgi bien desarrollado, la
relacionan con una alta actividad secretora. Estos autores especulan con el hecho de
que esta actividad pudiera jugar un papel importante en la formacion de la ldmina

basal, la cual estd muy desarrollada durante la primera etapa de Ia vida postnatal.

Lunstra y col., en este mismo ano, analizan en testiculo de cerdo, con métodos
morfométricos, los cambios ultraestructurales que sufren las células de Leydig en
animales de 40 a 250 dias de edad, y los resultados los comparan con la capacidad in
vitro para producir esteroides y la sensibilidad del tejido testicular a las gonadotropinas.

Por los datos obtenidos llegan 2 la conclusién de que la pubertad en el cerdo
coincide con un aumento del volumen de la célula de Leydig, un gran desarrollo del
REL y una produccién mdxima de esteroides, fenémeno que sucede en animales de
130-160 dias de vida.

En 1988, Wrobel y col., estudian en bdvidos el desarrollo postnatal de la
poblacién celular intertubular: células mesenquimatosas, fibrocitos, células de Leydig,
células peritubulares y células mononucleares.

En animales de 4 a 8 semanas de vida destacan, como elemento dominante, las
células mesenquimatosas, a las que consideran como células pluripotentes que
proliferan por mitosis y son precursoras de las células de Leydig, de las céluias
peritubulares contrictiles y de los fibrocitos.

Desde el nacimiento a la pubertad, basindose en la capacidad para producir
esteroides, distinguen tres tipos de células de Leydig: fetales, prepuberales y adultas,

Una de las aportaciones mds interesantes que hacen estos investigadores al
estudio del testiculo, es el andlisis que realizan de la poblacién de células
mononucleares libres, que suponen un 20-30% de las células intertubulares, y que estdn
integradas por linfocitos, células plasmadticas, macréfagos y “células intercalares
claras". Estas dltimas derivan de los monocitos y aparecen a partir de la semana 16
asociadas a las células de Leydig. Su funcion estd asociada con la administracion de

andrdgenos testiculares y el mantenimiento del medio interno constante, siendo capaces
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de englobar moléculas proteindceas para transformarlas en material osmdéticamente
inactivo.

También realizan un andlisis sobre la modificacion de la ldmina propia tubular,
encontrando que en animales de 4 semanas de vida tiene un grosor de 2um y una
apariencia multilaminar, con una sucesién de bandas electrodensas y electrolicidas;
alrededor presenta una ¢ dos capas de células peritubulares con una ultraestructura
similar a las células mesenquimatosas. En animales de 20 semanas, la {dmina propia
tiene un grosor de 2’5 um, y estd integrada por una sucesién de unas 20 bandas
electroldcidas y electrodensas, disponiéndose alrededor de 3 a 5 capas de células

peritubulares.

La evolucion del testiculo equino es abordada por Flores y col., (1589 a),
investigando estructural y ultraestructuralmente los cambios que experimenta el epitelio
de los tibulos seminiferos desde el periodo fetal hasta la madurez.,

Establecen cinco fases en este desarrollo: fetal, prepuberal inicial, prepuberal
tardia, puberal y adulta. La fase fetal, dura hasta el nacimiento, y se caracteriza por
un predominio del intersticio sobre los tubulos, y por la presencia de 2 a 4 células
germinales por tibulo seminifero en posicion central. La fase prepuberal inicial se
extiende hasta el afo, y en ella aparece un mayor nimero de gonocitos. La fase
prepuberal tardia (12-16 meses), se caracteriza por la presencia de lobulaciones
testiculares y el predominio de los tubulos sobre el intersticio, algunos de los cuales
presentan luz. En la fase puberal {16-18 meses), los tibulos tienen la estratificacién
caracteristica, y entre las c€lulas de Sertoli existen uniones ocluyentes que forman la
base de la barrera hematotesticular. Por iltimo, la fase adulta se da en animales de mds
de dos anos,y en ella se pueden distinguir los 8 estadios del ciclo del epitelio

seminifero y una sola capa de células mioides alrededor del tibulo.

Estos mismos autores (1989b), utilizando la técnica de PAP antitestosterona,
detectan durante la fase fetal positividad en células que identifican como células de
Leydig fetales. Durante las fase prepuberal inicial la positividad es escasa, y en el

intersticio distinguen células de Leydig fetales en regresién y células pre-Leydig
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caracterizadas por ser mds alargadas. En la fase prepuberal tardia existe un predominio
de las células pre-Leydig. Durante la fase puberal y la fase adulta , la mayor parte de
las células del intersticio son cé€lulas de Leydig adultas, que se disponen formando

nidos y presentan una fuerte positividad al suero antitestosterona.

Kuopio y col., en este mismo afio (1989a), estudian los cambios que sufren las
células de Leydig fetales de ratas prepuberales y lo relacionan con las variaciones en
la concentracién de esteroides y LH en el suero.

Sefalan que en el desarrollo de las células de Leydig se suceden tres periodos
consecutivos: un periodo fetal con células fetales tipicas; un periodo juvenil temprano
con células fetales en regresion, y caracterizado por la desintegracion de los grupos de
células de Leydig y el depdsito de coldgeno entre estas células; y un periodo juvenii
adulto, con células de Leydig adultas antes y después de la pubertad.

Observan ademds, como la reduccién del tamafio de las células de Leydig
coincide con una menor produccién de esteroides, a la vez que se produce un aumento
del depésito de coldgeno en el intersticio y modificaciones en las membranas basales.
Para estos autores los resultados observados son una evidencia de que la matriz

extracelular estd involucrada en la regulacion de las células de Leydig.

Para analizar mds en profundidad los resultados obtenidos, estos mismos autores
(1989b) realizan otra investigacién sobre las membranas basales de las células de
Leydig fetales y adultas, utilizando el microscopio electrénico y técnicas de
inmunocitoquimica. Indican que las células de Leydig fetales se disponen formando
grupos irregulares y que la mayor parte de la superficie de estas células esta recubierta
por una membrana basal positiva a laminina y a coldgeno tipo IV.

Las células de Leydig adultas que aparecen en grupos bien definidos y
delimitados por una fina capa de células envolventes presentan una membrana basal
discontinua y con escasa positividad a laminina y coldgeno IV.

Concluyen el trabajo resaltando la importancia de la matriz extracelular en el
desarrollo de las células de Leydig, ya que la migracién y adhesion requerida para la

agrupacion celular es mediada por la matriz.
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Russell y col. (1989), estudian el desarrollo postnatal de la barrera
hematotesticular en ratas, asi como el citoesqueleto de las células de Sertoli y células
mioides relaciondndolo con la secrecién de fluidos tubulares.

Observan una relacion temporal entre el desarrollo del citoesqueleto de actina
en la célula de Sertoli y la formacién de la barrera hematotesticular, y utilizando
fijadores hipertdnicos, comprueban la incapacidad de estos fijadores para penetrar en
la zona central de los tibulos, en animales de 15 dias, lo que les indica que a esta edad
la barrera hematotesticular ya se ha desarrollado. Sefialan ademds que la formacién de
la luz en el interior de los tibulos estd muy relacionada con la formacién de dicha

barrera.

I.a involucién de las células de Leydig fetales en la especie humana, es
estudiada por Codesal y col. en 1990, a nivel ultraestructural y con métodos
inmunohistoquimicos y cuantitativos. Sus resultados coinciden con la teorfa ya
postulada por otros autores en diversos animales, sobre la existencia de tres estadios
consecutivos en el desarrollo de las células de Leydig: fetal, juvenil temprano y juvenil

adulto.

En este mismo afio, Bortolussi y col., analizan en testiculo de rata desde el
nacimiento a la pubertad, la variacidn del nimero de receptores gonadotropinicos en
las células de Leydig y de Sertoli: en la célula de Sertoli encuentran receptores para
la hormona FSH, que auvmentan durante las dos primeras semanas de vida coincidiendo
con una fase de proliferacion mitdtica de estas células; en las células de Leydig
detectan receptores anti HGC, siendo su nimero bajo durante las primeras semanas
de vida, aumentando en la tercera semana a la vez que se produce la segunda fase del

desarrollo de las células de Leydig.
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2.2.3. FASES PUBERAL Y ADULTA

Aunque la estructura del testiculo, al igual que la de otros érganos del animal
adulto, ya ha sido objeto de estudio en siglos anteriores, es a partir del siglo pasado
cuando se profundiza en su estudio. Una de las contribuciones mds relevantes a este
estudio es la realizada por Leydig en 1850 (citado por Whitehead, 1904) que describe
como elemento constante en los testiculos de animales adultos las células intersticiales,
las cuales aparecen cargadas de grasa y pigmentos. Este autor las denomina "células

del tejido conjuntivo”.

En 1896, Reinke (citado por Whitehead, 1504) observa, en el citoplasma de
células intersticiales del testiculo humano adulto, unas estructuras cristaloides de forma
y tamafio variable, las cuales poseian las caracteristicas de ser isdtropas y las
propiedades de solubilidad y tintoriales tipicas de las proteinas, con poca afinidad por
los colorantes histolégicos rutinarios. Aparecen a partir de la pubertad y no estdn

presentes en testiculos de personas de edad avanzada.

En 1927, Bascom y Osterud, estudian el testiculo de cerdo y destacan el gran
desarrollo de las células de Leydig en el animal adulto, que llegan a constituir un 37%

del volumen testicular.

Mancini y col. (1952) son de los primeros investigadores que realizan estudios
histoquimicos del testiculo humano adulto, determinando la localizacién de sustancias
como glucdgeno, lipidos, mucoproteinas, dcido ascérbico y fosfatasa alcalina. Entre
otras utilizan las técnicas de impregnacion argéntica con carbonato de plata de del Rio
Ortega, método de la orcefna, reaccion de iodo para el glucdgeno, Suddn III, rojo
escarlata, método de Gomori, etc...

Entre sus resultados destacan la positividad de todas las células del epitelio
germinal a la fosfatasa alcalina, y la presencia en espermatogonias y espermatocitos de

primer orden de glucégeno y lipidos, hechos que sugieren a los autores que 1a actividad
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de éstas células estd dirigida hacia la division y diferenciacion.

En las células de Sertoli también encuentran lipidos y glucégeno cuya cantidad
aumenta con la edad, a la vez que aparece dcido ascorbico, lo que les lleva a pensar
que €stas células intervienen en el mantenimiento del epitelio germinal por medio de
alguna secrecidn hormonal o de sustancias nutritivas.,

En la membrana basal de los tibulos observan positividad a las glicoproteinas
y fosfatasa alcalina. En las células de Leydig inmaduras encuentran fosfatasa alcalina
y lipidos, en las células de Leydig maduras, lipidos y dcido ascdrbico, y en
fibroblastos, lipidos, algo de fosfatasa alcalina y dcido ascdrbico. Estos resultados les
llevan a postular que tanto las células de Leydig como los fibroblastos del tejido
conjuntivo intertubular y de la pared tubular, derivan de células conjuntivas inmaduras,
y que las células de Leydig pueden transformarse en fibroblastos en algin momento de

su involucion fisioldgica.

Leblond y Clermont son unos de los pioneros del estudio del ciclo del epitelio
seminifero, y en este mismo afio (1952) realizan un andlisis muy detallado de la
espermiogénesis en distintos roedores, utilizando la técnica del dcido periddico y
fucsina dcida sulfurada (PA-FSA) que les permite visualizar en el citoplasma de las
espermatidas estructuras derivadas del complejo de Golgi. Dividen la espermiogénesis
en cuatro fases: del Golgi, del capuchdn cefdlico, del acrosoma y de maduracion, cada
una de las cuales se subdivide a su vez, sumando un total de 19 estadios. Calculando
la duracidn de cada uno de los estadios, determinan que la espermiogénesis en rata
requiere unos 26 dias para completarse.

Observan, ademds, que las células del epitelio seminifero se disponen de una
manera especifica y ordenada, formando unas asociaciones celulares que se repiten de
forma ciclica a lo largo del tubo seminifero, a lo que denominan ciclo del epitelio
seminifero, y que abarca una serie de cambios que se producen en una drea
determinada entre la aparicién de dos asociaciones idénticas, distinguiendo en él 14 de

los 19 estadios de la espermiogénesis.

Unos de los primeros investigadores que realizan un estudio ultraestructural del
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testiculo fueron Fawcett y Burgos en 1956, que descnben las células de Sertoli en el
testiculo adulto humano.

Entre las aportaciones mds importantes que realizan estos autores, destacan la
de descartar la idea que se tenia hasta entonces de que las células de los tibulos
formaban un sincitio, ya que observan que cada célula de Sertoli estd rodeada por una
membrana basal continua y presenta una superficie apical muy irregular con profundos
entrantes donde se localizan las cabezas de las espermadtidas.

Asi mismo, en ¢l nucleo de la célula de Sertoli, observan una marcada indentacion
y en el nucleolo describen un cuerpo esferoidal con uno o dos cuerpos de baja densidad
adheridos a él. En la matriz citoplasmdtica describen la presencia de grupos de finos
filamentos, de gotas lipidicas en la zona basal celular, de grandes granulos homogéneos
de glicoproteinas, asi como de escasas cisternas de RE y de cristaloides de Spangaro

formados por largos filamentos asociados a fasciculos fusiformes.

Oakberg, en 1957, aplicando la técnica del 4cido periddico de Schiff describe
16 estadios en la espermatogénesis del testiculo de ratdon. Los 12 primeros se
corresponden con un ciclo del epitelio seminifero y son necesarios cuatro ciclos para
que una espermatogonia tipo A se transforme en espermatozoide. Determina que el
tiempo requerido para que se complete un ciclo del epitelio seminifero es de 207 horas,

y el tiempo de duracién de la espermatogénesis es de 34 dfas y medio.

Aunque ya algunos autores habian sefialado la existencia de actividad contractil
a nivel de los tibulos, una de las primeras investigaciones sobre el origen de esta
actividad fue realizada por Clermont en 1958, que sefiala la presencia de elementos
celulares contrdctiles alrededor de los tibulos seminiferos de testiculo de rata , con
caracteristicas similares a células musculares lisas . Este autor los clasifica como un
"nuevo epitelio contractil”.

Describe cuatro capas alrededor de los tibulos , dos de naturaleza celular y dos
de naturaleza acelular: la mds interna estd compuesta por células peritubulares que
presentan alrededor de toda la superficie celular un material amorfo que recuerda a una

membrana basal, y la segunda capa celular estd integrada por fibroblastos,
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Por 1ltimo, este autor sefiala la importancia de éstas células en la liberacion de

espermatozoos desde el epitelio seminifero y su transporte hacia la red testicular.

En 1959, Clermont y Leblond, estudian el ciclo del epitelio seminifero del
mono identificando doce estadios en el mismo y realizando ademas un andlisis de la
diferenciacidn y renovacidn de las células germinales.

Distinguen dos tipos de espermatogonias, las A y las B, con varios subtipos
cada una. Asi, en las gonias tipo A, diferencian las A; de nicleo pequefio esférico y
uniformemente tefiiddas, que a su vez pueden ser pdlidas y oscuras, y las gonias tipo
A,, de nmicleo mas grande y ovalado, con gruesos granulos de cromatina y con un
nucleolo en forma de "lagrima".

Entre las gonias B diferencian varios tipos, las B, , las B, y las B,. Las gonias
tipo B, presentan un nicleo grande y ovoide con gruesos granulos de cromatina
adosados a la membrana nuclear y al nucleolo, las gonias tipo B, tienen el nicleo mas
pequefio y ovoideo y presentan mds cromatina y [as gonias tipo B, se caracterizan por

su nicleo pequeno redondo y oscuro.

Perey y col. en 1961, realizan un andlisis del epitelio seminifero de rata en
cortes seriados de testiculo de animal adulto y establecen una serie de conceptos.

Definen como segmentos aquellas zonas del tibulo, de longitud variable,
ocupadas por una asociacidn celular. En el ciclo del epitelio seminifero reconocen 14
estadios que se suceden en el tiempo en cualquier drea del tibulo, y por tanto
contabilizan 14 tipos de segmentos. Denominan onda del epitelio seminifero a una
sucesion completa de los 14 segmentos junto con pequefias zonas de modulacién, y
calculan que en toda la longitud de un tibulo se produce una media de 12 ondas.

Estos mismos autores, observan también la modificacion que sufre el epitelio
seminifero en la zona de unidn con los tibulos rectos, caracterizada por una depleccién
del elemento germinal maduro, y quedando la pared del tibulo tapizada por células de
Sertoli y gonias. Posteriormente, éstas tltimas desaparecen, produciéndose a

continuacién una transicion brusca a un epitelio cubico tipico de los tibulos rectos.
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Un ano mds tarde (1962) Vilar y col., estudiando las células de los tibulos
seminiferos del testiculo de rata, cobaya y hombre con microscopio electrénico,
comprueban que la transferencia de elementos entre los vasos del intersticio y las
células germinales se realiza a través del citoplasma de la célula de Sertoli, que
actuaria como puente. Segun estos autores las linicas que toman directamente elementos
del intersticio son las espermatogonias que contactan directamente con la membrana
basal.

Brokelmann, en este mismo afio, analizando ultraestruturalmente la presencia
de grasa en las células del tibulo seminifero de ratas adultas, observa grandes gotas
de material lipidico en las células de Sertoli después de la fagocitosis de los cuerpos
residuales, asi com en todas las células germinales, siendo las inclusiones de mayor
tamano en las células mds maduras.

Indica ademds este autor que las estructuras citoplasmadticas de las células de
Sertoli son las tipicas de una célula productora de esteroides y que sufre variaciones
ciclicas. Durante la primera fase de la espermatogénesis se reduce la presencia de
material lipidico en las células de Sertoli, ya que se utiliza para la sintesis de hormonas
esteroideas. Considera que la primera fase del ciclo estaria regulada por alguna

hormona sintetizada por las células de Sertoli bajo la influencia de la FSH

En 1963, Clermont analiza, en cortes seriados de testiculo de hombre, el ciclo
del epitelio seminifero y describe seis asociaciones celulares o seis estadios. Llega a
la conclusidn de que, aunque existe un patrén claro en el ciclo del epitelio seminifero,

los estadios no aparecen tan perfectamente delimitados como en otras especies.

Christensen y Fawcett en 1966 observan, al microscopio electrénico, las células
intersticiales del testiculo de ratdn, después de la fijacién con glutaraldehido, que
preserva mejor los reticulos, y sefialan que los elementos principales de estas células
son, por una parte, el REL constituido por una extensa red de tibulos interconectados
que ocupan casi todo el citoplasma celular y, por otra, las mitocondrias de crestas

tubulares. Describen también la presencia de un sistema de tibulos paralelos de pared

34



Revisién Bibliografica

doble y un sistema de membranas concéntricas alrededor de una gota lipidica o de otra
inclusién, lo que consideran como modificaciones del REL. Destacan la importancia
de esta organela como lugar de sintesis de andrégenos y sefialan que las formaciones

membranosas concéntricas serian zonas de almacenamiento del colesterol.

Las células intersticiales del testiculo de cerdo adulto son estudiadas por Belt
y Cavazos, en 1967, con microscopia electronica, y al igual que otros autores en
diferentes especies, resaltan el gran desarrollo del REL y de las mitocondrias, la
mayoria esféricas y con crestas tubulares. Describen, ademds, la presencia de unos
cuerpos densos asociados a las mitocondrias, de tamafio y nimero variable, y que

contienen en su interior material denso granular o estructuras de tipo cristaloide,

En este mismo afio, Ross, describe ultraestructuralmente las células
peritubulares contrictiles de los tibulos seminiferos del ratén, que se disponen
formando una capa simple alrededor de cada tubulo, debajo de la cual aparece una capa
integrada por fibroblastos.

Las células peritubulares poseen, segun este autor, numerosos filamentos de 40
A de didmetro con una estructura similar a los miofilamentos de las células musculares
lisas, que ocupan la mayor parte del citoplasma y discurren paralelos a la membrana
citoplasmdtica. Asi mismo, describe pequefias vesiculas en la membrana y la presencia
de un material amorfo con apariencia de membrana basal alrededor de éstas células.
Por iiltimo el autor destaca la naturaleza muscular de estos elementos, y aboga por su

posible origen a partir de fibroblastos.

La estructura de los complejos de unidn entre las células de Sertoli y las células
del epitelio seminifero es estudiada por Flickinger y Fawcett (1967) en raton, gato y
chinchilla. Entre células de Sertoli adyacentes, observan uniones desmosdmicas
caracterizadas por tener un espacio de separacién de 70 a 90 A de grosor. Debajo de
cada membrana citoplasmadtica aparecen grupos de filamentos que corren paralelos a
la superficie celular y que estdn asociados a cisternas de RE localizadas por debajo de

ellos. Las cisternas de RE tienen adosados ribosomas en la cara interna. Estos autores
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comparan las uniones entre las células de Sertoli y las espermdtidas con
hemidesmosomas ya que aparece el mismo tipo de estructura descrito anteriormente
pero solo en la célula de Sertoli. Comprueban ademas 1a ausencia de uniones entre las
células de Sertoll y el resto de células germinales, fenémeno que permite el
movimiento de esta poblacion celular , mientras que la presencia de complejos de unién
entre las células de Sertoli interviene en el mantenimiento de la integridad de las

células del epitelio seminifero.

Swierstra en 1968 identifica 8 estadios en el ciclo del epitelio seminifero de
cerdo. Mediante la utilizacién de marcadores determina ademds la duracién de un ciclo

en 8,6 dias y del transito del espermatozoo a través del epididimo en 10,2 dfas.

En 1969 Fawcett y col., demuestran la existencia de un extenso sistema de
sinusoides linfdticos de pared muy delgada, en el intersticio testicular de cobayas y
chinchillas. El endotelio de estos sinusoides aparece en estrecha relacion con la ldmina
propia de los tdbulos seminiferos por un lado, y con agrupaciones de células
intersticiales por otro. Estos autores sefialan la importancia de este sistema en la
distribucién de andrdgenos dentro del testiculo y en la recaptacion de las proteinas

séricas que se escapan a través de los capilares sanguineos del intersticio.

Dym y Fawcett en 1970, sefialan la importancia de las células de Sertoli en el
mantenimiento de la barrera hematotesticular. Inyectando marcadores electro-opacos
observan como éstos llenan los canales linfiticos y el intersticio testicular, y entran en
el compartimiento basal de los tibulos seminiferos pero no alcanzan la luz tubular ya
que se lo impide la presencia de estrechas uniones entre células de Sertoli adyacentes.
Estas dividen al tibulo seminifero en dos compartimientos, el basal, que contiene
gonias y los espermatocitos mds primitivos, y el compartimiento adluminal donde se

encuentran las células germinales mds maduras.

En 1972 Foote y col., utilizan como criterio la forma del nicleoc de la

espermatida, su localizacion con respecto a la membrana basal, la presencia de figuras
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meidticas y la liberacién de espermatozoides a la luz del tibulo, para dividir el ciclo
del epitelio seminifero del perro en ocho estadios. Marcan ademds las células

germinales con H-timidina y determinan la duracion del ciclo seminifero en 13,6 dias.

Un estudio comparativo de los vasos linfiticos del intersticio testicular en
diversos mamiferos, es realizado por Fawcett y col. (1973), llegando a la conclusién
de que sélo en roedores existen amplios sinusoides linfdticos peritubulares, y que en
el resto de las especies estudiadas aparecen discretos vasos linfaticos, estando en
algunas zonas el intersticio en contacto directo con la ldmina propia de los tibuilos

seminiferos.

En este mismo aiio, Connell estudia ultraestructuralmente el intersticio del
testiculo de perro donde destaca la presencia de varias capas de células mioides
caracterizadas por presentar en su citoplasma grupos de microfilamentos, granulos de
glucdgeno, escasas cisternas de RER y vesiculas de micropinocitosis a nivel de la
membrana citoplasmdtica. Préximas a los capilares sanguineos encuentra agrupaciones
de células de Leydig que contactan entre si por medio de uniones tipo GAP. Por
tltimo, describe un tercer tipo de células con caracteristicas intermedias entre las
células de Leydig y las células mioides, que se localizan entre los tibulos seminiferos

y los vasos linfaticos o sanguineos.

Dym (1973), investiga en el mono, con el microscopio electrénico y utilizando
trazadores, la importancia de las uniones entre células de Sertoli adyacentes en el
mantenimiento de la barrera hematotesticular y en la divisidn del tibulo seminifero,
imprescindible para crear un medio especial donde se producen los procesos de division

durante la espermatogénesis.

El ciclo del epitelio seminifero del caballo es estudiado por Swierstra y col.
(1974), que lo dividen en ocho estadios y calculan su duracion en 12°2 dfas. Sefialan
ademds que durante la estacion reproductora la espermatogénesis es mayor, ya que ven

que durante esta época el nimero de espermatocitos primarios €s mayor.
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Leeson y Cookson (1974), realizan un estudio estructural y ultraestructural de
la cdpsula testicular de rata, gato, perro y hombre, confirmando la presencia de tres
capas, la tinica vaginal, la tinica albuginea propiamente dicha, y la tinica interna
vascular. Ademds, observan la presencia de fibras musculares lisas en la tinica
albuginea de las cuatro especies, siendo mds numerosas en el polo posterior del
testiculo, y la existencia de algunas fibras musculares estriadas en la cdpsula testicular
de perro y rata. La presencia de estos elementos musculares la relacionan con el

movimiento de los espermatozoides desde €l testiculo hasta el epididimo.

En 1975, Leeson estudia el desarrollo postnatal de los elementos musculares
lisos de la cdpsula testicular de rata, desde el nacimiento hasta los 60 dias de edad,
comprobando que estos elementos se pueden distinguir ya al nacimiento por medio del
microscopio electrdnico, mientras que histoldgicamente se pueden diferenciar a los 30

dias.

Clark (1976), es uno de los primeros investigadores que utiliza el microscopio
electrénico de barrido para el estudio del testiculo, encontrando tres tipos de espacios
linfaticos comunicados entre s, en €l tejido intersticial de rata. Al primer tipo le
denomina "sinusoide linfitico peritubular” y se caracteriza por estar localizado entre
dos tubulos seminiferos adyacentes y por estar delimitado por un endotelio continuo;
el segundo tipo aparece en espacios intersticiales abiertos y su pared estd delimitada por
un endotelio discontinuo; el tercer tipo es un sinusoide linfatico localizado entre la

tinica albuginea y el intersticio.

En este mismo afio, Connell observa también por medio del microscopio
electronico de barrido en el intersticio testicular del perro, canales linfaticos
peritubulares delimitados por un endotelio continuo o discontinuo que, generalmente,
estdn en estrecha relacion con grupos de células de Leydig. La presencia de gotas
lipidicas en el interior de algunas células endoteliales le lleva a plantearse la posibilidad

de que estas células participen activamente en la esteroidogénesis.
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Fritz y col. (1976), miden en cultivos celulares de células de Sertoli la
capacidad de éstas para unir andrégenos, comprobando que la secrecion de proteina
ligadora de andrégenos (ABP) aumenta después de un tratamiento con FSH y AMPc.
Estos autores llegan a la conclusion de que la ABP es producida por las células de

Sertoli.

En este mismo afio, Russel (1977a), en un estudio estructural y ultraestructural,
observa cémo la célula de Sertoli establece uniones tipo desmosdmicas con todas las
células de la linea germinal excepto con las espermadtidas alargadas. Estas uniones se
caracterizan por presentar un material denso debajo de cada membrana plasmdtica. La
distancia que queda entre ambas células varia entre 3-5nm en algunas zonas y 14-18nm
en otras, y en algunas regiones del espacio intercelular aparece una linea densa
intermedia frecuentemente discontinua.

Este autor utiliza la denominacién "uniones tipo desmosémica”, indicando que
aunque existe mucha similitud con los desmosomas, no coinciden totalmente con la
descripcion cldsica de estas estructuras, y asi mismo estd en desacuerdo con teorfas
postuladas anteriormente que consideran que la mayoria de las células germinales estan

libres de uniones y esto les permite desplazarse hacia la luz tubular.

Continuando en ésta misma linea de investigacidn, Russel (1977b) utiliza
fijadores hiperténicos para analizar el movimiento del espermatocito primario desde el
compartimiento basal al adluminal, observando que los espermatocitos en fase de
preleptotene son las primeras células de la linea germinal que pierden el contacto con
la membrana basal y que las uniones que establecen con las células de Sertoli
desaparecen en algunas zonas para volverse a formar en otras. La auserncia de fijadores
airededor de los espermatocitos en leptotene y la presencia de complejos de unién entre
los procesos laterales de las células de Sertoli que envuelven por arriba y por abajo a
estas células, puede considerarse indicativa de que los espermatocitos en leptotene se
localizan en un compartimiento intermedio el cual actuaria como una cdmara de
transicion entre el compartimiento basal y adluminal del epitelio seminifero.

Este autor concluye destacando la importancia gue tienen las células de Sertoli
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en la transferencia de las células germinales desde el compartimiento basal al luminal,
y la existencia del compartimiento intermedio en el mantenimiento de la barrera

hematotesticular

En este mismo afio, Toyama y col., trabajan con muestras de testiculo de cerdos
normales y criptérquidos, haciéndolas reaccionar con meromiosina pesada después de
un tratamiento con saponina, para determinar la composicion de los filamentos finos
de las células de Sertoli.

En la zona basal de estas células, y en zonas préximas a los espermatocitos de
todos los animales, observan microfilamentos cortos de naturaleza parecida a la actina
que integran la capa filamentosa que existe en los complejos de union entre las células
de Sertoli y las espermadtidas. Ademads, evidencian en las células de Sertoli de animales
criptérquidos, una estructura cristaloide integrada también por elementos filamentosos
de naturaleza semejante a la actina, y consideran que se trata de grupos de filamentos
que al no poder formar las especializaciones por no existir espermdtidas, se acumulan
y forman estas estructuras.

Por ltimo sefialan que la naturaleza de estos microfilamentos es diferente a los
que integran los cristales de Charcott-Botcher de las células de Sertoli del testiculo

humano.

En el conocimiento del testiculo ha supuesto un gran avance cientifico el estudio
de los filamentos intermedios de cada tipo celular ya que ha permitido as{ dilucidar su
origen. Los pioneros en este tipo de investigaciones son Franke y col., que en 1979,
mediante una técnica de inmunofluorescencia indirecta demuestran la presencia de
vimentina formando una extensa red a través del citoplasma de la célula de Sertoli asi
como la ausencia de queratina en estas células y en las células germinales.

Por los resultados obtenidos, estos autores llegan a la conclusién de que las
células de los tibulos seminiferos son de origen mesenquimatoso aunque con una
diferenciacién epitelioide. La presencia de vimentina en las células de Sertoli la

relacionan con el mantenimiento de la forma celular.
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En 1980, Clermont y col. analizan en testiculo de ratdn,los cambios que sufre
el RE localizado en los procesos apicales de las células de Sertoli durante el periodo
anterior a la liberacidén de las espermdtidas. Describen dos tipos de cisternas de RE,
unas aplanadas y lisas y otras tubulares comunicadas entre si, estando las primeras muy
desarrolladas y formando unas laminillas concéntricas, y, las segundas, menos
desarrolladas y formando una red continua, al principio del estadio VIL. Poco después,
las cisternas lisas empiezan a involucionar mientras que las otras se desarrollan a través
de los procesos apicales, de forma que en el momento de la liberacién del

espermatozoide sélo quedan cisternas dispersas.

Este mismo afio, Mori y Christensen realizan un estudio cuantitativo de las
células de Leydig y sus organelas en ratas.

Para calcular el volumen de estas c€lulas utilizan un microscopio con objetivo
de 40 aumentos y adaptan una gradilla punteada al ocular. La densidad de volumen la
obtienen dividiendo el nimero de nicleos de células de Leydig que coinciden con
puntos por el nimero total de puntos de la gradilla y, el nimero de células de Leydig
por unidad de volumen testicular lo hallan utilizando la ecuacion de Floderus: Nv=
NA/ T+D-2h, donde NA es el nimero de nicleos por unidad de drea, D es la media
del didmetro nuclear, T es la media del grosor de la seccién y h es la altura del nicleo
mds pequeno. El volumen medio de las células de Leydig lo obtienen al dividir la
densidad de volumen entre la densidad numérica.

Para estimar la densidad volumétrica de las organelas y la densidad de
superficie de las membranas, utilizan electronografias de células de Leydig a un
aumento de 10.800, mientras que emplean un aumento de 72.000 para medir la
densidad de superficie de las organelas.

Entre otros datos obtienen que las cé€lulas de Leydig ocupan un 2,7% del
volumen total testicular, y que el REL representa un 60% del total del drea de la

membrana celular.

Leeson y Forman (1980), que estudian las células contractiles del testiculo de

conejo, sehalan que la cdpsula testicular de los animales aduitos estd integrada por una
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capa externa de células musculares lisas orientadas circularmente alrededor del
testiculo, y capas internas de células orientadas oblicuamente al eje del testiculo, todas
ellas caracterizadas por presentar cuerpos densos en la membrana celular, vesiculas de
micropinocitosis y miofilamentos que ocupan casi todo el citoplasma celular.

Estos mismos autores indican también que las células peritubulares contrictiles
maduras aparecen en animales de unos 112 dias y se caracterizan porque se disponen
en dos capas separadas por una zona acelular. Externamente a la membrana basal det
tibulo existe un espacio con fibras de coldgeno; luego aparece una capa de células
peritubulares cuyo citoplasma tiene numerosas microfibrillas asociadas a cuerpos
densos, vesiculas de micropinocitosis y alrededor de la superficie celular una membrana
basal; a continuacién, existe una capa acelular y mds externamente hay fibroblastos

orientados longitudinalmente alrededor del tiibulo.

La presencia de transferrina en el testiculo es demostrada por Skinner y
Griswold (1980), los cuales, mediante una serie de pruebas bioquimicas aislan una
proteina, en cultivos de células de Sertoli, con idénticas caracteristicas que la
transferrina sérica. Esta proteina supone entre el uno y el cinco por ciento de las
proteinas secretadas por las células de Sertoli y actiia aportando hierro a las células
germinales en desarrollo,

Estos mismos autores aislan otra proteina secretada por las células de Sertoli y

la identifican como ceruloplasmina, una proteina transportadora de Cu.

En 1981, Wrobel y col. realizan unas aportaciones muy interesantes con
respecto al intersticio del testiculo bovino, ya que encuentran entre células de Leydig
adyacentes, ademds de uniones tipo GAP, canaliculos intercelulares, los cuales son
interpretados como un camino alternativo para la liberacién de hormonas esteroideas
por parte de las células que estin a mayor distancia de los vasos sanguineos y
linfaticos.

Consideran, ademds, que las uniones tipo GAP meodularian la produccién de
andrégenos testiculares, ya que este tipo de union permite el intercambio de iones y

pequenas moléculas, de tal forma que las células préximas a los vasos, al recibir
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sefiales gonadotrdpicas, producirian pequefias moléculas mensajeras capaces de pasar
a través de las uniones a células mds distantes de los vasos.

Estos autores describen, también en el intersticio, una poblacién de células
electroliicidas, a las que denominan "células intercalares claras”, cuya funcién seria la
intervencién en el proceso de almacenamiento y distribucidn de andrdgenos, ya que
emiten procesos citoplasmaticos que se localizan entre las células de Leydig y los vasos

sanguineos y linféticos.

Hutson y Stocco (1981), mediante estudios en cultivos celulares de células de
Sertoli y células peritubulares en conjunto y por separado, demuestran que las células
de Sertoli producen mayor cantidad de proteina ligadora de andrdgenos (ABP) en
asociacion con las células peritubulares. Esto les sugiere que las células peritubulares
no actian sélo como elemento de soporte, sino que podrian ademds estar involucradas

en la regulacién de las células de Sertoli.

Paniagua y col. (1984), senalan la existencia de laminillas anulares en las
células de Sertoli humanas y, por su relacién con cisternas de RER consideran que
podrian derivar de éstas. También observan que la aparicién de estas estructuras
coincide con una disminucién de RER y REL, por lo que especulan con la posibilidad

de que estas estructuras representen un reservorio de membranas.

Elcock y Schoning (1984), unos de los pocos investigadores que trabajan en
testiculo de gato,describen algunos cambios que se producen en el testiculo felino con
la edad, y entre otros citan el engrosamiento de la tinica albuginea, el aumento en el
depdsito de lipofuscina en el interior de las células intersticiales, el engrosamiento de
las membranas basales de los tibulos y la vacuolizacién que sufre el citoplasma de

algunas células de Sertoli.

En 1985, Morales y col., investigan, mediante la utilizacion de trazadores, la
actividad endocitica de los procesos apicales de la célula de Sertoli, demostrando que

la eliminacién de los cuerpos residuales por parte de la célula de Sertoli se lleva a cabo
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mediante dos procesos distintos, uno de fagocitosis del cuerpo residual y otro de
endocitosis de fluidos que origina la formacion de lisosomas, los cuales posteriormente

se fusionan con el material fagocitado.

Paniagua y col. (1985), describen algunas alteraciones que aparecen en las
células de Sertoli de personas con edad avanzada, destacando entre otras, el actimulo
gradual de lipidos y la presencia en el interior del citoplasma de estas células de
vacuolas con un contenido similar al encontrado en la luz tubular, que son interpretadas
como dilataciones del espacio extracelular originadas por una exfoliacién prematura de
las células germinales. Por ultimo, destacan la presencia de células multinucleadas
procedentes de la fusion de células degeneradas.

Los autores piensan que estos cambios se producen como consecuencia de
algunas alteraciones que aparecen con la edad, como son, la disminucion en los niveles
de testosterona y la aparicién de alteraciones vasculares como la arteriosclerosis, que
podria actuar disminuyendo la actividad metabdlica de las células que participan en la

espermatogénesis.

Polldnen y col. (1985), realizan un estudio inmunihistoquimico del testiculo
humano utilizando como antisuero primario la laminina y el coldgeno tipo IV.

Encuentran positividad en la membrana basal de los tibulos seminiferos y en
la capa de células peritubulares frente a ambos anticuerpos, y ademds observan
reaccién en las células de Sertoli frente a laminina. Los resultados obtenidos les hace
pensar que estas sustancias pueden estar secretadas por las células mioides y por las

células de Sertoli.

Pier (1985), es uno de los pocos investigadores que realiza un estudio
histolégico mds en profundidad del testiculo del gato, describiendo ocho estadios en el
ciclo del epitelio seminifero, y calculando ademds el didmetro medio de los tibulos

seminiferos en 239 pum.

Kirkpatrick (1985), mide en gato, la concentracién de testosterona plasmatica
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y el peso del testiculo durante un aiio entero, comprobando que el peso testicular sigue
unos patrones estacionales obteniendo valores mdximos en la época reproductora. Sin
embargo, también encuentra que los tibulos seminiferos producen espermatozoides
durante todo el afio y que la fluctuacion en la concentracién de testosterona es minima.
Estos datos les sugieren que el celo del gato no es estacional aunque existe cierta

influencia positiva del fotoperiodo sobre el peso testicular.

Skinner y col. (1985), investigan la sintesis y el depdsito de componentes de la
matriz extracelular en cultivos celulares de células de Sertoli y células peritubulares
procedentes de testiculo de rata. Utilizando técnicas inmunohistoquimicas comprueban
que las células de Sertoli reaccionan especificamente frente a coldgeno tipo IV y
laminina, mientras que las células peritubulares lo hacen frente a fibronectina, coldgeno
tipo I y coldgeno tipo IV. Observan, ademds, que en los cultivos de ambos tipos de
células se produce un aumento en el depdsito de matriz extracelular, demostrando asi
que existe una cooperacién entre ellas para la formacidn y depdsito de los componentes

de la matriz,

Miettinen y col. (1985), con la técnica inmunocitoquimica de la peroxidasa-anti-
peroxidasa, corroboran la presencia de vimentina en las células de Sertoli,
comprobando ademds que este filamento también se encuentra en las células de Leydig.
Por otra parte, estos mismos autores observan células positivas a citoqueratinas en el

epitelio de la red testicular.

Un ano mds tarde (1986), y siguiendo en esta misma linea de investigacion,
Virtanen y col. analizan la composicidn del citoesqueleto de las células mioides
peritubulares del testiculo humano y de rata mediante inmunofluorescencia,
demostrando que estas células presentan una fuerte reaccidn frente a la desmina y una
débil reaccién frente a la vimentina,

Por los resultados obtenidos llegan a la conclusién de que las células mioides
son células musculares lisas especializadas y que presentan desmina como principal

filamento intermedio de su citoesqueleto.
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En 1986 Nistal y col. calculan el niimero de células de Leydig mononucleadas
y multinucleadas que hay en testiculo humano adulto, utilizando la técnica de
peroxidasa-anti-peroxidasa para la deteccién de testosterona. Los datos que obtienen
les indican que con la edad se produce un aumento en el nimero de células

mutltinucleadas, a 1a vez que la poblacion total de células de Leydig disminuye.

Otro grupo de investigadores encabezado también por Nistal (1986), siguiendo
en la linea de investigacion de las modificaciones del testiculo con la edad, encuentran
que el aumento en el nimero de espermdtidas multinucleadas en la luz del tibulo
seminifero es otra manifestacién de los procesos involutivos que afectan a los testiculos

de personas de edad avanzada.

En éste mismo afo Sinowatz y Amselgruber, en un andlisis del desarrollo
postnatal del testiculo bovino, describen células de Sertoli maduras en animales con 10
meses de edad, destacando en su estudio el gran desarrollo del REL y la presencia de
numerosos microtiibulos paralelos al eje longitudinal de la célula, los cuales configuran
el citoesqueleto celular. Ademds, coinciden con otros autores en la funcién moduladora
que ejercen las células de Sertoli sobre el desarrollo de las células germinales a través
de la secrecién de sustancias como la proteina ligadora de androgenos, el plasmindgeno

activador, la transferrina y la ceruloplasmina,

Wrobel y Hees (1987), encuentran células de Leydig en la tinica albuginea y
en el estroma del mediastino del testiculo de gato. Estos autores consideran que s¢ trata
de células de Leydig ectdpicas y que podrian tener importancia en el abastecimiento

de la cabeza del epididimo con andrdgenos.

En un trabajo publicado también en 1987, Takano y Abe describen
histoldgicamente los cambios regresivos que se producen en testiculo de ratén con la
edad, destacando entre otros, la aparicién de vacuolas en el tibulo seminifero, la
presencia en la luz tubular de espermitidas, espermatocitos y células multinucleadas,

la existencia también en la luz tubular de nédulos ovoides PAS positivos integrados por
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macréfagos, el aumento del grosor de las membranas basales tubulares y la aparicién
de atrofias tubulares.

Estos autores citan como principales causas de estos cambios regresivos, la
disminucién que se produce en el aporte sanguineo, el agotamiento de las células de
Sertoli que altera la barrera hematotesticular y facilita la creacidn de anticuerpos frente
a las propias células germinales, el engrosamiento de las membranas basales por el
depdsito de complejos Ag-Ac y la baja produccién de testosterona por el

envejecimiento de las células de Leydig.

Paniagua y col. (1987), determinan las variaciones en el nimero de
espermatogonias Ad (micleo oscuro), Ap (ntcleo pélido), Al (nicleo alargado) v Ac
(ndcleo con zonas claras y oscuras), a través de los seis estadios del ciclo del epitelio
seminifero humano y cuantifican su contenido en DNA mediante la técnica de tincién
de Feulgen. Los datos obtenidos les llevan a formular la siguiente hipdtesis: las
espermatogonias Ad son el origen de todas las demds, y por replicacién del ADN de
algunas de éstas aparecen las Al; otras sufren una divisién originando mds
espermatogonias Ad, que mantienen la fuente de células germinales, y también
espermatogonias Ap. Estas dltimas sufren una replicacién de su ADN convirtiéndose

en espermatogonias Ac que por mitosis originan espermatogonias B.

La presencia de inhibina es analizada por Cuevas y col. (1987), que utilizan la
técnica de inmunoperoxidasa avidina-biotina para ponerla en evidencia en las células
del testiculo. Solo observan su presencia en el interior de las células de Sertoli, por lo
que llegan a la conclusion de que estas células producen inhibina en respuesta a una

estimulacién de la FSH,

Amlani y Vogl (1988), analizan los cambios que se producen en la distribucién
de los microtibulos y de los filamentos intermedios de las células de Sertoli, durante
la espermatogénesis.

Los microtibulos son muy evidentes en los procesos laterales que envuelven a

las espermatidas. Cuando éstas ocupan las zonas mds apicales, los microtibulos se
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orientan paralelos al eje longitudinal de la célula de Sertoli y se van concentrando
progresivamente en la regién adyacente al acrosoma, formando una estructura en forma
de "C" que desaparece durante Ja espermiacién; los filamentos intermedios se localizan
alrededor del nicieo y desde alli se extienden hacia las zonas que presentan complejos
de unidn con las células germinales mds inmaduras, asi como hacia las regiones
apicales, donde se asocian de manera transitoria con los filamentos de actina de las
especializaciones ectopldsmicas que estdn en contacto con las espermdtidas alargadas.
Los filamentos desaparecen cuando las espermdtidas adquieren las posiciones mds

apicales.

Gardec y col. (1988), confirman mediante técnicas inmunohistoquimicas la
presencia de inhibina en las células de Sertoli, evidencidndola también en alguna de las
células germinales, las cuales, segin estos autores, podrian actuar modulando la
produccidn de inhibina por parte de la célula de Sertoli.

Sin embargo, una de las aportaciones mds interesantes que realizan es la
observacién de una reaccién positiva por parte de las células de Leydig frente a la
inhibina, lo que consideran que podria deberse a la existencia en estas células de

receptores especificos.

La activina, proteina compuesta por dimeros de las subunidades de inhibina beta
y con un efecto opuesto a la inhibina, es investigada por Lee y col. en 1989, que la
aislan en cultivos de células de Leydig, llegando a la conclusién de que esta sustancia

es producida por dichas células.

Anthony y Skinner (1989) evidencian la presencia de desmina y fosfatasa
alcalina en cultivos de células mioides peritubulares, comprobando ademds que los
andrégenos estimulan la actividad de la fosfatasa alcalina de dichas células. Estos
resultados les llevan a pensar que la accién que ejercen los andrdégenos sobre el

testiculo podria estar mediada por las células mioides.

En 1990 Santamaria y col., realizan un estudio inmunocitoquimico con
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laminina, coldgeno tipo IV y fibronectina en testiculo humano desde los 2 a los 40 afios
de edad. Estos autores observan laminina en la parte interna de la ldmina propia de los
tubulos seminiferos, a partir de la infancia. La fibronectina la detectan en todo el
grosor de la ldmina propia y en €l tejido conjuntivo intersticial. Con respecto al
coldgeno tipo 1V, observan también positividad en toda la ldmina propia, aunque la

inmunotincion es menor durante la infancia.

Grove y col. (1990), mediante técnicas de inmunofluorescencia detectan la
vinculina, proteina de 130 Kd que contribuye a la adhesién de los filamentos de actina
a la membrana plasmatica. Estos autores observan su presencia en las especializaciones
ectoplasmdticas de las regiones de las células de Sertoli préximas a las espermdtidas,

y basalmente préximas a los complejos de unién.

Una de las tltimas publicaciones aparecida sobre el testiculo y que revoluciona
el concepto que se ha tenido hasta ahora de las células germinales como elemento
pasivo, es realizada por Nitta y col., en 1993, en la que demuestran la presencia de la
aromatasa P450 en las células germinales del testiculo de ratén. Estos autores plantean
la hipdtesis de que las células germinales puedan actuar también, como unidades
endocrinas celulares, regulando ia produccién de andrégenos a través de un mecanismo

de retroalimentacién negativa sobre las células de Leydig.
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2.2.4. TUBULOS RECTOS Y RED TESTICULAR

Uno de los primeros autores que abordé el estudio histoldgico de la red
testicular en diferentes especies, fue Benoit en 1926, el cual realiza un estudio
comparativo en diversos mamiferos. Este autor describe dos tipos de red testicular, una
superficial localizada inmediatamente por debajo de la tinica albuginea y que es
caracteristica de rata, ratdn y hamster, y otra axial que discurre por el eje longitudinal

del testiculo y es tipica del perro, gato, cerdo, toro, oveja y conejo.

Dym, en 1974, indica que el mono presenta una red testicular de tipo axial
integrada por una red de canales intercomunicados entre si, e inmersa en un tejido
conjuntivo laxo altamente vascularizado.

Este autor, ademds, realiza un andlisis ultraestructural de la zona de transicién
entre los tibulos seminiferos y tibulos rectos, la cual aparece integrada \inicamente por
células de Sertoli que se caracterizan por no tener desarrollada la barrera

hematotesticular.

Este mismo autor en 1976, corrabora las decripciones realizadas por Benoit en
diferentes mamiferos , y describe ademads la zona de unidén de los tibulos rectos y los
tubulos seminiferos, donde observa una pérdida gradual de las células germinales. Esta
parte se continia con un segmento en el cual solo existen células de Sertoli, que
directamente se une con el epitelio cibico simple o cilindrico de los tibulos rectos.

En el estudio ultraestructural de estas células destaca la presencia de un gran
niicleo heterocromitico de contorno irregular y con una profunda escotadura en la
membrana nuclear, y en el citoplasma la presencia de pequefias mitocondrias esféricas,
complejo de Golgi, abundantes ribosomas libres y algunas cisternas de RER,

Por iltimo, este autor incluye en su estudio, ia red testicular de animales

prepuberales, en la cual destaca la ausencia de luz.

En 1977, Amann y col. observan que la red testicular de équidos, estd integrada
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por una red de tibulos anastomosados localizada en el polo dorsocraneal del testiculo
alrededor de la vena central. La zona de transicion con los tibulos seminiferos es corta
y estd delimitada por células de Sertoli en un principio y por un epitelio cibico con
microvellosidades, caracteristico de los tibulos rectos. La red testicular perfora la
tinica albuginea y se continda con una red extratesticular. La unién con los conductos
eferentes se evidencia por un cambio brusco desde epitelio cubico a epitelio columnar

con algunas células ciliadas.

Mediante un estudio ultraestructural, Sinowatz y col. (1979), evidencian
fenémenos de fagocitosis de restos de espermatozoides, en el epitelio que recubre la
porcidn distal de los tibulos rectos y parte de la red testicular del testiculo de bévidos.
A este nivel también observan macréfagos localizados en la zona basal del epitelio, los

cuales participarfan en la eliminacién de restos de material espermatico.

Nykdnen (1980), describe el tejido conjuntivo de la red testicular como una
matriz con escasas fibras de coldgena, fibroblastos, algunos linfoncitos, macréfagos y
mastocitos, asi como con células de Leydig de gran tamafio con grandes gotas lipidicas
en su citoplasma. El autor indica que este tejido tiene gran importancia en el
intercambio de metabolitos, y que la presencia de grandes gotas lipidicas en las células
de Leydig refleja la baja actividad de estos elementos en la sintesis de esteroides, en

comparacion con las células de Leydig del resto del intersticio testicular.

Wrobel y col. (1982) diferencian tres regiones en la zona de unidn de los
tibulos seminiferos con los tibulos rectos en testiculo de bdvidos: la regién de
transicion, zona intermedia y el tapén terminal.

En la primera regién observan una pérdida gradual de las células germinales,
la regién intermedia aparece integrada por células de Sertoli modificada, y la dltima
regién también por células de Sertoli dispuestas en varias capas y que se introducen en
la parte inicial de los tibulos rectos. La luz tubular es mds estrecha en estas regiones
y desaparece en el dltimo tramo, de tal manera que los espermatozoides tienen que

pasar a través de un sistema de hendiduras que quedaria entre las superficies apicales
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de las c€lulas de soporte, y que actuarfa de vdlvula para prevenir el reflujo de

espermatozoides.

Orsi y col. (1984) estudian la morfologia de la red testicular de cdpridos, donde
describen una red septal o interlobulillar y una mediastinica, y cuya organizacién es

similar a la de otros mamiferos domésticos.

Son muy interesantes las aportaciones hechas por Achtstitter y col. (1985),
mediante el estudio con inmunofluorescencia que realizan en las células epiteliales de
la red testicular. Estos autores observan que el epitelio simple de esta estructura es
posttivo a las citoqueratinas numero 7, 8, 18, y 19 y es negativo al filamento

intermedio vimentina.

Las modificaciones que sufren las zonas de unién entre los tibulos seminiferos
y tibulos rectos durante el desarrollo postnatal, son analizadas por Wrobel y col.
(1986) en testiculo bovino.

Segun estos autores, en este proceso de maduracion, se distinguen tres fases:
la primera fase aparece en animales de 4 a 8 semanas de edad, y se caracteriza por que
la transicidén es brusca, tubulos seminiferos que presentan un didmetro tubular menor
se contimian con tibulos de estrecha luz cuyo epitelio es estratificado y rico en
canaliculos intercelulares. La segunda fase se da en animales de 20 a 25 semanas de
edad y, en ella aparece el segmento terminal, el cual se introduce en la parte inicial de
los tibulos rectos que ya presentan un epitelio simple. En animales de 40 semanas de
edad ya se puede observar la estructura tripartita tipica de los adultos: regién de

transicién, segmento intermedio y tapdn terminal.

En 1988, Hermo y Dworkin realizan un extenso y profundo estudio sobre la
ultraestructura y actividad endocitica de las células existentes en la zona de transicion
entre los titbulos seminiferos y la red testicular del testiculo de rata. Aunque coinciden
con otros autores en que estas células tienen caracteristicas comunes con las células de

Sertoli, consideran que es mas correcto denominartas "células de transicion”.
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En su estudio destacan en estas células la presencia de abundantes microtibulos
en la region apical, los cuales juegan un papel esencial en el mantenimiento de la forma
y su orientacién hacia la red testicular. Segin estos autores, los fendmenos de
endocitosis y pinocitosis que se producen a este nivel, podrian estar relacionados con
la modificacion de la composicion del fluido luminal. Por dltimo, sehalan que el gran
desarrollo que presenta la membrana basal en esta regién es necesario, ya que sus
células tienen que soportar una gran presion debido a la disminucidn que hay de la luz

tubular.

En 1991 Dinges y col., realizan un estudio inmunocitoquimico de la coexpresion
de las células de los tibulos rectos y red testicular de testiculo humano frente a la
vimentina y citoqueratinas, desde la fase fetal a la fase aduita.

Ambos filamentos se expresan ya durante la fase fetal tardia con una
distribucion homogénea en las células epiteliales. Durante la fase infantil los resuitados
son similares y en la fase adulta la distribucion de los filamentos varia algo, ya que la
vimentina se localiza principalmente en la base celular mientras que las citoqueratinas
se sitian en la regién apical.

Estos resultados estdn en desacuerdo con los obtenidos por otros autores que
solo detectaron citoqueratinas en estas células, Para estos autores, la coexpresion de
ambos filamentos es debido a que estas estructuras son remanentes de los tibulos

mesonéfricos.

Las caracteristicas estructurales y ultraestructurales de la red testicular del gato
son estudiadas por Viotto y col. (1991), que observan tres partes diferentes, una parte
septal o lobular, una parte mediastinica y una parte albuginea.

La red consiste en un conjunto de canales delimitados por un epitelio cilindrico
o cubico simple, a excepcion de en la primera parte donde a veces se observa un

epitelio pseudoestratificado.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ANIMALES ESTUDIADOS

Para este estudio, hemos empleado testiculos de 51 gatos obtenidos mediante
castracion o a partir de animales eutanasiados que no presentaban alteraciones
testiculares, de los cuales, 38 eran de gatos pertenecientes a la raza comin europea,
10 eran de gatos siameses y 3 de gatos persas.

La edad de los animales comprendia desde fetos a término hasta gatos de un afio
de edad (tabla 3.1).

3.2. TOMA DE MUESTRAS

La toma de muestras se efectué en el laboratorio de Anatomia Patoldgica del
Departamento de Patologia Animal II (Facultad de Veterinaria de Madrid),
inmediatamente después del sacrificio o de la castracion, con el fin de conseguir una
fijacién correcta.

Para ¢l estudio estructural se tomaron muestras de testiculo en forma de cufia
desde la superficie al centro, de tal manera que quedaba incluido cépsula, parénquima
y mediastino testicular, con un espesor de 1 cm aproximadamente.

Para el estudio ultraestructural se tomaron muestras de tres localizaciones
diferentes: cdpsula, parénquima y mediastino testicular. Las piezas se tallaron en cubos

de unos 2 mm de grosor.

3.3. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

3.3.1. FIJACION
Las muestras destinadas al estudio con técnicas convencionales se fijaron en
formotl al 10% durante 24 horas a temperatura ambiente.

Las muestras empleadas para la realizacién de técnicas inmunohistoquimicas se
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fijaron en liquido de Bouin (75% de 4cido picrico a saturacién, 25% de formalina
comercial, | gota de 4cido acético por cada 10 cc de la mezcla anterior), por un
periodo variable entre 2 y 4 horas. Posteriormente se realizaron cambios sucesivos en
alcohol de 40 grados para lavar bien las muestras.

Para el estudio ultraestructural las piezas fueron fijadas en buffer-milloning-
glutaraldehido al 3%, durante 2 horas; seguidamente se retallaron las piezas en
pequefios cubos de Imm de arista y se procedid a realizar una postfijacion durante 30

a 60 minutos en tetréxido de osmio.

3.3.2. INCLUSION

Para microscopia dptica las muestras se lavaron en agua corriente durante 1 6
2 horas, Posteriormente se realizé la inclusion en parafina sintética "Histosec pastillas”,
con punto de solidificacién entre 56 y 58 grados centigrados, mediante un procesador
automdtico de tejidos “Shandon-Elliot, Bench SCE 0400", con un programa de cambios
en alcoholes etilicos de graduacion creciente y bencenos.

Una vez concluido este proceso se realizaron los bloques en la unidad
formadora de bloques: "Consola Tissue-Tek (dispensadora de parafina, consola térmica
y crioconsola), Miles Scientific”.

Para microscopia electrénica, las piezas se deshidrataron en alcoholes de
graduacién creciente (desde 40 grados a alcohol absoluto); seguidamente se dieron dos
lavados en 6xido de propileno, uno en 6xido de propileno-Epon en proporcion 1/1 y
finalmente fueron incluidas en Epon-Araldita mediante el empleo de cdpsulas

convencionales.

3.3.3. OBTENCION DE CORTES

Para el estudio estructural, se realizaron cortes seriados de 4-5 um de grosor,
en un microtomo “"Minot Leitz 1516" con un motor incorporado. Los cortes se
recogieron y se llevaron a un bafo de Marfa a 37 grados centigrados. A continuacidn
se colocaron sobre portaobjetos previamente desengrasados y tratados con diversos
adhesivos segun la técnica posteriormente empleada. Asi, para la aplicacién de

técnicas histoldgicas convencionales, los portaobjetos se trataron con albiimina
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glicerinada, y para las técnicas inmunchistoquimicas se empled poli-L-lisina Agarosa
(MN:4,000-15,000; Sigma Chemical Company). Por dltimo, los cortes se dejaron secar
en una e¢stufa a 37 grados centigrados durante 16-18 horas.

Para microscopia electrénica, se realizaron primero cortes semifinos de 1-2
micrémetros de grosor en un ultramicrotomo modelo LKB IIl, los cuales fueron
observados al microscopio Optico y sirvieron como control; asi mismo se realizaron
cortes ultrafinos de un grosor entre 40 y 60 nm que fueron montados en rejilla de

cobre.

3.3.4. TINCIONES

3.3.4.1. Microscopia éptica.
Como métodos generales de tincién se emplearon las técnicas de :
- Hematoxilina-eosina
- tricrémico de Masson.
Los métodos histoquimicos utilizados fueron:
- método del P.A.S.
- método de plata-metenamina de Jones.
Tanto los colorantes como los tiempos utilizados en cada uno de ellos, son los

habituales que se emplean en nuestro laboratorio de histopatologia.

Para el estudio inmunchistoquimico del testiculo se utilizé el método de la
peroxidasa-anti-peroxidas (PAP) (tabla 3.2), empieando diversos antisueros
especificos y siguiendo el protocolo de tincién descrito por Sternberger (1979), que a
continuacién pasamos a describir;

1. Desparafinacién e hidratacién de las muestras.

2. Inhibicién de la peroxidasa endégena mediante un tratamiento con una solucién

de perdxido de hidrégeno al 3% durante 30 minutos.
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3. Lavado en PBS, 5 minutos, tres veces.

4. Digestién enzimdtica durante 7 minutos a 37° C. Este proceso intesifica la
presencia de los diferentes antigenos. La digestidon enzimdtica empleada fue la
siguiente:
. Digestién en una solucién de tripsina (Sigma Chemical Co.) al 0,1%, en Cl,Ca
al 0,1%. Esta se realizd cuando se utilizaron como anticuerpos primarios los sueros
anti-citoqueratina de amplio espectro y anti-desmina.
. Digestion en una solucién de pepsina (Sigma Chemical Co.) al 0,4% en HCl
al 0,IN. Esta se realizé cuando se utilizaron como anticuerpos primarios los sueros
anti-laminina y anti-coldgeno tipo IV.
. No fue necesaria digestién cuando se utilizaron como anticuerpos primarios los

sueros arnti-vimentina y anti-testosterona.

5. Lavado en PBS, 5 minutos, tres veces.

6. Incubacién en suero normal durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Sueros empleados:
. Suero normal de cerdo (Dako-Patts 201). Dilucion de trabajo: 1/30.
Este suero se utilizé para reducir la tincién inespecifica cuando se emplearon como
anticuerpos especificos los sueros anti-queratinas, anti-laminina y anticoldgeno tipo
V.
. Suero normal de conejo (Dako-Patts 902). Dilucion de trabajo; 1/30.
Este suero se utilizé para reducir la tincidn inespecifica cuando se emplearon como
anticuerpo especifico los sueros monoclonales anti-desmina y anti-testosterona

. Este paso se omitidé cuando se trabajé con el suero monoclonal anti-vimentina.
7. Aplicacién del anticuerpe primario ¢ incubacion a 4 C durante 18 horas. La

dilucién optima se determiné probando distintas diluciones sobre las muestras

testiculares, y varid dependiendo del suero utilizado.
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Antisueros primarios utilizados:

- Anti-testosterona monoclonal obtenida en ratén (Chemicon, MAB, 1236). Dilucién
de trabajo, 1:200.

- Anti-vimentina monoclonal de cristalino de cerdo obtenido en ratdn (V 9).
(Dakopatts, M 725). Dilucién de trabajo, 1:10.

- Anti-desmina monoclonal obtenida en ratén (Sigma Immuno Chemicals). Dilucién
de trabajo, 1:200.

- Anti-citoqueratinas epidérmicas de hocico bovino, de amplio espectro obtenido en
conejo (Dako Corporation Z622). Marca las subunidades 58, 56 y 52 KD y en menor
cantidad las subunidades 60,51 y 48 KD, Dilucién de trabajo, 1:100.

- Anti-Laminina aislado de placenta humana, obtenido en conejo (Chemicon
International, INC AB949). Dilucién de trabajo: 1/25.

- Anti-Coldgeno tipo VI aislada de placenta humana, obtenido en conejo (Chemical
Credential ICN Biomedicals, Inc. 68-124). Dilucién de trabajo: 1/100.

8. Lavado en PBS, 5 minutos, tres veces.

9. Incubacidén con ¢l anticuerpo secundario durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las caracteristicas de estos anticuerpos se detallan a continuacion:
. Anti-1gG de cerdo en conejo (Dako-Patts Z196). Dilucion de trabajo: 1/100.
Este anticuerpo se utilizé cuando se emplearon como anticuerpos especificos los
sueros policlonales anti-citoqueratinas, anti-laminina y anti-coldgeno tipo IV.
. Anti-IgG de ratén en conejo (Dako-Patts B650), Dilucién de trabajo 1/30.
Este anticuerpo se utilizé cuando se emplearon como anticuerpos especificos los

sueros monoclonales anti-desmina, anti-vimentina y anti-testosterona.

10. Lavado en PBS, 5 minutos, tres veces.

11. Incubacién con el complejo PAP a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

Caracteristicas del complejo PAP:
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. PAP de conejo (Dako-Patts Z113). Dilucién de trabajo: 1/64.
Se empled cuando se utilizaron como anticuerpos especificos sueros policlonales.
. PAP de ratén (Dako-Patts B650). Dilucion de trabajo: 1/310.

Se empled cuando se utilizaron como anticuerpos especificos sueros monoclonales.

12. Lavado en PBS, 5 minutos, tres veces.

13. Revelado con DAB (3,3’-diamino-bencidine tetrachloride, SIGMA Immuno

Chemicals D5905) a temperatura ambiente y en tiempos variables.
14. Lavado en agua corriente durante 10 minutos.
15. Tincién de contraste con hematoxilina, lavado, deshidratacién y montaje.
Fueron asi mismo empleados tanto controles positivos, como controies

negativos:

- controles positivos:

. Testosterona........ testiculo aduito equino.

. Vimentina........... endotelio vascular felino.

. Desmina............. muisculo estriado felino.

. Citoqueratinas...... epidermis felina.

. Laminina............ membrana basal de estructura vascular felina.

. Coldgeno tipo IV.... membrana basal de estructa vascular felina.

- controles negativos: omision de la primera capa.

3.3.4.2. Microscopia electrénica

Los cortes semifinos utilizados como controles para el microscopio electrénico
fueron coloreados mediante el método de azul de metileno.

Los cortes ultrafinos fueron contrastados con citrato de plomo y acetato de

uranilo.



Material y Métodos

3.4. OBSERVACION DE LAS PREPARACIONES

El estudio estructural se efectudé en un microscopio "Olympus Vanox AHSB3",
con sistema de autofocus y dos cdmaras incorporadas.

Para el examen ultraestructural, el microscopio electrénico empleado fue un
modelo "JEOL JEM 100 B", del servicio de Microscopia electronica de la Facultad de

Veterinaria de Madrid.

3.5. ESTUDIO MORFOMETRICO

Se realizd directamente sobre los cortes seriados, eligiendo al azar 10 secciones
de cada testiculo, con un ocular Olympus WHK 10x/20L previamente calibrado para
cada objetivo (4x, 10x y 40x) mediante un micrémetro Leitz de 2mm con intervalos
de 0,001 mm. En cada una de las secciones fueron medidas:

- el didmetro tubular
- el mimero de células de Sertoli por seccién transversa de tubulo seminifero,
contabilizando sélo aquellos niicleos que quedaron perfectamente enfocados con un

micrémetro ocular adaptado al objetivo de 40x.

3.6. ICONOGRAFIA

Para las microfotografias empleamos pelicula Kodak Ektachrome 64 de
tungsteno, utilizando las cdmaras incorporadas en el microscopio Olympus AH-3
{(Vanox AHRBS53),

Las electronografias fueron obtenidas mediante un sistema incorporado en el

microscopio electrénico, sobre pelicula rigida especial en placas de 6,5x9 cm.
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TABLA 3.2: resumen de la técnica del PAP.

Ac Tipo de Ac Suero Digestién Dilucién Ac Tipo
especifico especifico Normal enzimatica trabajo puente PAP
Testosterona l monoclonal SNR no 1/200 MAR ratén
Vimentina " monoclonal no no 1/10 MAR ratén
“ Desmina " monoclonal SNR tripsina 17200 MAR conejo
Queratina II polictonal SNC tripsina 1/100 SAR conejo l]
Laminina “ polictonal SNC pepsina 1/25 SAR conejo
Coldgeno 1V “ policlonal SNC pepsina 17100 SAR conejo

SNC: suero normal de ratén.

SNC: suero normal de cerdo.

MAR: anti IgG de ratén en conejo.

SAR: anti IgG de cerdo en conejo.

SOPORIA £ RLIEIY
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Resultados

4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos poseen una serie de caracteristicas diferenciales, que
nos permiten dividir el desarrollo del testiculo del gato en cuatro fases histoldgicas bien
definidas: perinatal, infantil, puberal y adulta.

Dentro de cada una de estas fases y para facilitar ia exposicion de los resultados
de una forma ordenada y completa, hemos creido oportuno abordar las distintas partes

del testiculo siguiendo el siguiente esquema:

1. Sistema tubular: en este apartado abordaremos en primer lugar los tibuios
seminiferos con sus distintos componentes: células de Sertoli, células germinales y
lamina propia, describiendo, asf mismo, las caracteristicas de los tubulos rectos y de

la red testicular.

2. Intersticio: donde estudiaremos principalmente las células de Leydig, otras
poblaciones celulares, como los fibroblastos, y las caracteristicas del tejido conjuntivo

intersticial.

3. Cipsula testicular: en este apartado describiremos principalmente las

caracteristicas del tejido conjuntivo integrante de esta estructura,

En cada uno de estos apartados expondremos las caracteristicas histoldgicas,

inmunohistoquimicas y ultraestructurales mds destacadas.
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4.1. FASE PERINATAL

Esta fase estd integrada por testiculos de feto a término y de animales hasta de
un mes de edad aproximadamente, y se caracteriza por la presencia de pequefios
tibulos seminiferos separados entre si por un abundante intersticio, observindose el

tejido testicular sin compartimentar en lobulillos (fig. 1).

4.1.1. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

4.1.1.1. SISTEMA TUBULAR

Durante este periodo los fiibules seminiferos, que carecen de luz (fig. 2),
presentan un didmetro aproximado de 89 um y estdn rodeados por dos o tres capas de
células fusiformes. Su pared estd tapizada principalmente por células de Sertoli
inmaduras, en un nimero aproximado de 25 células por seccién transversal, y entre
ellas se observan escasas células germinales.

Las células de Sertoli inmaduras (fig. 2 y 3) se caracterizan por poseer un
niicleo picnético de forma ovoidea y contorno regular, que presenta un nucleolo
pequeiio generalmente cubierto por finos granulos de heterocromatina mas concentrados
en la cara interna de la membrana nuclear. El niicleo suele localizarse a diferentes
alturas, lo que le confiere al tiibulo un aspecto estratificado. Los limites citoplasmaticos
de estas células son poco evidentes.

Las células germinales, como ya hemos dicho, son mucho mds escasas y
pueden verse cuatro 0 ¢inco por corte transversal tubular. La principal caracteristica
de estos elementos es que son de mayor tamario y de forma redondeada o poligonal con
lo que se diferencian facilmente de las células de Sertoli.

Dentro de las células germinales hemos podido diferenciar tres tipos:

A. Las més numerosas son unas espermatogonias redondas , que generalmente
se localizan en posicién basal, y cuyo micleo puede aparecer bajo dos formas
diferentes: redondo y claro, con un nucleolo central y visible y con escasos grumos de

cromatina gruesa mas concentrados en la periferia nuclear, ¢ redondo, con finos
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grinulos de cromatina distribuidos por todo €l nucleoplasma; el nucleolo es pequefio
y no es visible en todas las células. Consideramos que estas células son dos tipos
diferentes de espermatogonias tipoe A (fig. 2 y 3), y pueden aparecer en nimero de
dos o tres por tibulo seminifero.

B. El segundo tipo se caracteriza por ser una célula de gran tamario, con un
niicleo grande (de unos 25 pm aproximadamente de didmetro), redondo y pdlido, y con
un nucleolo eosindfilo muy evidente. A estas células las hemos identificado como
espermatogonias fetales (fig. 2), son muy escasas y sélo aparece una en algunos
tdbulos ocupando generalmente posiciones centrales.

C. El tercer tipo celular también aparece en nimero muy escaso. Son células
de reducido tamafo, con un nicleo pequeno, redondo y picndtico y un citoplasma muy
eosinéfilo. Consideramos que se trata de células germinales en vias de degeneracién
(fig. 3) y también suelen ocupar la parte central del tibulo.

Durante esta fase es frecuente encontrar algunas mitosis entre las células que

tapizan los tibulos.

Rodeando a cada uno de los tibulos seminiferos aparece una membrana basal
positiva a la técnica de PAS y a la de plata-metenamina; debajo de esta membrana se
observan dos o tres capas de células fibrobldsticas de niicleo fusiforme y citoplasma

escaso (fig. 2 y 3). A estas células las identificamos como células peritubulares.

En las zonas préximas al mediastino testicular, encontramos la parte terminal
de los hibulos seminiferos, que se caracteriza porque sufren un estrechamiento y se
continiian con los tiibulos rectos (fig. 4), de didmetro mds pequefio y con luz,
tapizados por un epitelio cilindrico bajo o cibico. Sus células contienen un nicleo
basal, palido y de forma ovoidal que aparece ocupado por finos granulos de cromatina
distribuidos uniformemente por €l nucleoplasma y una superficie apical que presenta
microvellosidades cortas y escasas, PAS positivas.

Los tibulos rectos en el mediastino se contimian con la red testicular
mediastinica (fig. 4), que estd compuesta por pequefios espacios de forma irregular,

delimitados por un epitelio cubico. Sus células presentan un nicleo redondo y
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picndtico, en el que hemos podido observar de uno a tres nucleolos pequefios, a veces
enmascarados por finos granulos de cromatina. Estas células también presentan en la
superficie apical cortas microvellosidades, PAS positivas. Por el mediastino la red
testicular se dirige hacia el polo craneal del testiculo, originando una red testicular
situada inmediatamente debajo de la capsula, la cual aparece inmersa en un tejido
conjuntivo denso que emite la cdpsula hacia el interior del parénquima. Esta estructura
presenta las mismas caracteristicas histolégicas que la red testicular mediastinica y la
hemos identificado como una red testicular albuginea.

Debajo del epitelio, tanto de los tibulos rectos como de la red testicular,
aparece una membrana basal muy evidente con la técnica de PAS y de plata-

metenamina, asi como dos o tres capas de células fibrobldsticas.

4.1.1.2. INTERSTICIO

Durante este periodo el intersticio es muy abundante. Esti compuesto
principalmente por células de Leydig de forma poligonal (fig. 5 y 6), que tienen un
nicleo redondo en posicidn central o un poco desplazado hacia un extremo del
citoplasma, con un nucleolo muy evidente localizado centralmente. Ei citoplasma de
estas células es muy eosinéfilo y estd repleto de pequefias vacuolas lipidicas.

Estas células las identificamos como células de Leydig fetales y suelen aparecer
reunidas en grupos de forma variable e integrados por un nimero diferente de
elementos dependiendo de su localizacion. Asi los grupos que aparecen entre los
tiibulos tienen forma triangular o esférica y estdn integrados por 4 a 8 céliulas, los que
aparecen debajo de la tunica albuginea (fig. 5 y 6) son de forma alargada y estdn
integrados por 8 a 10 elementos, y los grupos mayores son los que aparecen préximos
al mediastino testicular (fig. 4) que son de forma mds irregular y presentan hasta 14
6 16 células, siendo frecuente encontrar algunas mitosis.

Rodeando a estos grupos de células se evidencia una membrana basal, de
caracter discontinuo, con la técnica de PAS y de plata-metenamina, que delimita
parcialmente a estas células del intersticio que las rodea.

Estas agrupaciones celulares ademds estan en estrecha relacion con los capilares

y pequefios vasos sanguineos que son muy numerosos en todo el intersticio.
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En las zonas del intersticio comprendidas entre los tibulos seminiferos y los
grupos de células de Leydig aparece un tejido conjuntivo con abundantes fibras de
coldgeno y fibroblastos fusiformes de micleos alargados y palidos, con finos granulos
de cromatina.

A nivel del mediastino testicular el intersticio estd integrado por un tejido

conjuntivo mds denso con numerosos fibroblastos y muy vascularizado (fig. 4).

4.1.1.3. CAPSULA TESTICULAR.

Estq formada por tejido conjuntivo denso y rodeada por una capa de células
mesoteliales, que en algunas dreas son cubicas (fig. 5).

En la zona mds externa de la cdpsula el tejido conjuntivo es mds laxo, y los
fibroblastos que aqui se encuentran son de forma estrellada u ovoidea; a este nivel se
observan algunos vasos linfdticos. En la zona mds interna de la cdpsula el tejido
conjuntivo es mas denso, los fibroblastos son fusiformes, y aparecen numerosos vasos
sanguineos de mediano y pequefio calibre, que constituyen la tinica vascular (fig. 6).

Con ia técnica de plata-metenamina hemos podido comprobar la gran riqueza

de la cdpsula en coldgeno tipo III.
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4.1.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.1.2.1. SISTEMA TUBULAR

Durante esta fase perinatal, la positividad de las células de los tdbulos
seminiferos es muy escasa frente a la mayoria de los sueros empleados para detectar
filamentos intermedios. Asi, hemos encontrado una reaccién nula por parte de las
células de los nibulos seminiferos frente a las citoqueratinas de amplio espectro y a la
desmina y una débil reaccion de las células de Sertoli inmaduras frente a la vimentina,
que en su mayoria pueden considerarse negativas (fig. 11).

Para el estudio de las membranas basales hemos empleado los sueros anti-
laminina (fig. 7) y anti-coldgeno tipo IV, observando una positividad media alrededor
de los tibulos seminiferos, que es mayor en los tibulos rectos y red testicular (fig. 8).

En la parte apical de las células epiteliales que tapizan la pared de los tibulos
rectos y red testicular se observa una inmunorreaccion media frente al suero anti-
citoqueratinas de amplio espectro (fig. 9). Esta positividad nos permite visualizar
perfectamente el punto exacto del inicio de los tibulos rectos, ya que la zona anterior
integrada sélo por células de Sertoli aparece negativa. Con respecto a los resultados de
estas células frente a la vimentina hemos encontrado una positividad media localizada

pricipalmente en la region apical tanto en los tibulos rectos como en la red testicular.

4.1.2.2. INTERSTICIO

Hemaos observado que las células de Leydig, tanto las que se localizan entre los
nibulos seminiferos, como las situadas inmediatamente debajo de la tinica albuginea
y en el mediastino testicular, presentan una evidente inmunorreaccién frente al suero
anti-testosterona (fig. 10), poniéndose asi de manifiesto Ia capacidad secretora de estas
células durante esta primera fase.

Con respecto a la vimentina, se observa una reaccién fuerte en las células de

Leydig (fig. 11), localizada principalmente en la regidn perinuclear. Frente a este

70



Resultados

mismo filamento hemos detectado una positividad media de los fibroblastos
intersticiales y de las células endoteliales de los vasos.

La inmunorreaccidn detectada frente a la desmina queda reducida a las células
musculares lisas de los vasos, y en cuanto al coldgeno tipo IV y laminina, se observa
una positividad clara pero discontinua en la membrana basal de alrededor de los grupos

de células de Leydig.

4.1.2.3. CAPSULA TESTICULAR

A este nivel se observa inmunorreaccidn positiva en los fibroblastos y en las
células endoteliales de los vasos, frente a la vimentina. Con respecto a la expresion de
desmina hemos encontrado que es evidente, sdlo en las células musculares lisas
existentes en la pared de los vasos. En el resto de los elementos celulares que integran
la cdpsula testicular, no hemos encontrado reaccién frente a este filamento intermedio,

lo que demuestra la ausencia de células de naturaleza muscular durante este periodo.
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4.1.3. CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES

4.1.3.1. SISTEMA TUBULAR

Durante la fase perinatal, las células de Sertoli inmaduras (fig. 12) se
caracterizan ultraestructuralmente por tener un micleo redondo u ovoideo, de contorno
ligeramente irregular, que a veces puede presentar una pequena escotadura. Aparece
localizado a distintas altura, tiene grumos de heterocromatina mds concentrados en la
periferia nuclear; asi mismo posee un pequefic nucleolo. El citoplasma tiene un
contorno muy irregular, extendiéndose desde la base hasta el centro del tibulo,
rodeando con sus prolongaciones a las escasas células germinales presentes en esta
fase. En él destacamos la presencia de cisternas de RER que pueden adquirir una
disposicién paralela o formar ldminas concéntricas. Las mitocondrias generalmente son
de forma esférica y con crestas transversales, apareciendo ademds abundantes
ribosomas, algunos grdnulos electrodensos y lisosomas. Entre las células de Sertoli
vecinas hemos observado interdigitaciones de las membranas laterales.

Dentro de las espermatogonias tipo A, unas se caracterizan por tener un nucleo
redondo o ligeramente ovoide con una fina banda de heterocromatina adosada a la
membrana nuclear y un nucleolo muy evidente y central (fig. 12). En el citoplasma de
estas células que es electroldcido se observa algunas cisternas de RER, mitocondrias
esféricas, complejo de Golgi, ribosomas y algunas figuras de mielina. El otro tipo de
espermatogonia tipo A (fig. 13), tiene un tamafnio parecido y presenta un nicleo mds
redondo y eucromdtico, ocupado por finos granulos de cromatina y un nucleolo menos
desarrollado que suele encontrarse desplazado hacia la periferia. En el citoplasma
observamos los mismos tipos de organelas descritas para la célula anterior.

Las espermatogonias fetales son las células de mayor tamafio del tibulo y
poseen un nucleo grande, redondo y eucromdtico, con escasos grumos de
heterocromatina distribuidos irregularmente y un nucleoio bien desarrollado. El
citoplasma es muy electrolicido y tiene escasas organelas: algunas mitocondrias

redondas, cisternas de RER y ribosomas libres.
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Las células germinales en vias de degeneracién se caracterizan por presentar
un nucleo redondo y heterocromatico, con cromatina muy condensada. En el citoplasma
de estas células encontramos los signos tipicos de degeneracién celular como son la
presencia de mitocondrias muy electrodensas y cisternas de RE muy dilatadas.

Las células peritubulares fibrobldsticas (fig. 12) que rodean los tibulos
seminiferos presentan un nicleo fusiforme, con una banda de heterocromatina adosada
a la membrana nuclear y un pequefio nucleolo. En el citoplasma que es escaso
observamos abundantes cisternas de RER, algunas mitocondrias y ribosomas libres.
Entre las células peritubulares y los tubulos seminiferos, encontramos una membrana
basal simple (fig. 12) y numerosas fibras de coldgeno orientadas longitudinaimente
alrededor del tibulo.

Los tdbulos rectos se caracterizan por tener un epitelio cilindrico bajo, cuyas
células poseen un nucleo eucromdtico, de forma ovoidea aunque de contorno
ligeramente irregular y cubierto por finos granulos de cromatina distribuidos
uniformemente por el nucleoplasma.

El citoplasma posee escasas mitocondrias, la mayoria esféricas con crestas
tubulares y localizadas principalmente en la regién supranuclear. También se observa
escaso RER, vesiculas de REL, y ribosomas libres. Estas células presentan en las
superficies apicales celulares, microvellosidades cortas y en niimero escaso, y en las
superficie laterales uniones de tipo desmosémico entre las membranas citoplasmdticas

de células vecinas.

Las células del epitelio de 1a red testicular (fig. 14) tienen morfologia cuboidal,
con el niicleo esférico de contorno algo irregular y heterocromatico que puede presentar
de uno a tres pequenios nucleolos. La superficie apical de estas células también presenta
microveilosidades cortas y escasas, y entre las membranas citoplasmdticas de células
vecinas se observan numerosos desmosomas. En €l citoplasma destacamos la presencia
de mitocondrias, RER, REL y ribosomas, y en la parte apical aparecen algunos

granulos electrodensos de pequefio tamafo.
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Alrededor tanto de los tibulos rectos como de la red testicular, hemos

observado una membrana basal muy evidente.

4.1.3.2. INTERSTICIO

Las células de Leydig fetales (fig. 15) se caracterizan por su forma poligonal
y por presentar un nicleo redondo generalmente excéntrico. Es eucromdtico y con
escasos grumos de cromatina adosados a la membrana nuclear y asociados al nucleolo
que es muy evidente. En el citoplasma observamos numerosas mitocondrias, la mayoria
esféricas con crestas tubulares, el REL estd muy desarrollado y también aparecen
cisternas de RER generalmente concentradas alrededor de figuras de mielina, algunas
gotas de electrodensidad media de lipidos y un complejo de Golgi. Las membranas
citoplasmadticas de las células de Leydig vecinas quedan separadas por un estrecho
espacio y entre ellas hemos encontrados algunos complejos de unién.

Alrededor de los grupos de células de Leydig encontramos una membrana basal
muy evidente, pero discontinua. Mds externamente se observan células fusiformes (fig.
15) con un niicleo que presenta una banda muy evidente de heterocromatina a lo largo
de la cara interna de la membrana nuclear, y un citoplasma muy escaso donde destaca
el desarrollo del RER vy la presencia de ribosomas y escasas mitocondrias. Entre estas

células y los grupos de células de Leydig aparecen abundantes fibras de coldgeno.

4,1.3.3. CAPSULA TESTICULAR

Como ya hemos descrito histolégicamente, la cdpsula aparece rodeada por una
capa de células mesoteliales que ultraestructuralmente se caracterizan por presentar un
niicleo grande, en posicién central, redondo u ovoidec y eucromdtico, que tiene de uno
a tres nucleolos, alguno de los cuales puede aparecer proximo a la membrana nuclear.
Adosada a la cara interna de €sta se¢ aprecia una fina banda de heterocromatina. En el
citoplasma de estas células destacamos la presencia de RER, algunas mitocondrias y
ribosomas.

Debajo de estas células, aparecen haces de fibras de coldgeno la mayoria
orientados perpendicularmente con respecto a las células, y algo separados entre si. A

este nivel también se observan fibroblastos de forma entre ovoidea y estrellada, que
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tienen un nicleo grande, eucromdtico, cubierto por finos granulos de cromatina y con
un nucleolo central muy evidente. En el citoplasma de estas células apreciamos un RER
muy desarrollado, abundante REIL., algunas mitocondrias esféricas, lisosomas y un
pequenio complejo de Golgi en posicién yuxtanuclear.

En la zona mas interna de la cdpsula, €l coldgeno es mds abundante, y los haces
aparecen orientados longitudinalmente alrededor de la cdpsula. Los fibroblastos que
encontramos a este nivel, son mds alargados, y tienen un nticleo mds heterocromatico,
con abundantes grumos de cromatina adosados a la cara interna de la membrana
nuclear. En su citoplasma observamos abundantes cisternas de RER, ribosomas, y

algunas mitocondrias esféricas.
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4.2. PERIODO INFANTIL

En esta fase quedan incluidos testiculos de gatos con edades comprendidas entre
1 mes y 4-5 meses. Las principales diferencias con respecto al periodo anterior son por
una parte la reduccion del intersticio, y por otra, la organizacion del parénquima
testicular en lobulillos testiculares (fig. 16), mediante el desarroilo de tabiques
incompletos de tejido conjuntivo que penetran desde la cdpsula testicular hacia el

interior del organo.

4.2.1. CARACTERISTICAS HISTOLOGICA

4.2.1.1. SISTEMA TUBULAR

Al igual que en la fase anterior, los tiibulos seminiferos carecen de luz, y estdn
rodeados por una o dos capas de células peritubulares (fig. 17) de micleo alargado,
aplanado y picndtico, que poseen escaso citoplasma.

El didmetro tubutar ha disminuido a 86 pum, y €l elemento principal de la pared
tubular sigue siendo la célula de Sertoli (fig. 17), que aparece en un mimero
aproximado de 17 a 18 células por seccion transversa de tibulo. Se trata de células de
un tamario algo menor, con un nicleo picnético y de ¢ontorno algo irregular en donde
se pueden reconocer de uno a tres nucleolos. El eje longitudinal del nicleo estd
orientado perpendicularmente con respecto a la membrana basal del tdbulo, y la
mayoria de estas células tienen el nucleo en posicién basal,

El numero de células germinales sigue siendo muy escaso, apareciendo cuatro
o cinco por tubulo, generalmente en posicién basal. Las mds numerosas son las
espermatogonias tipo A (fig. 17); las espermatogonias fetales (fig. 17) son mds
escasas incluso que en la fase anterior, y las células en vias de degeneracion
practicamente son inexistentes. Durante este periodo, se contindan observando algunas

mitosis entre las células de los tiibulos.
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Las caracteristicas morfoldgicas de los tiibulos rectos y la red testicular (fig.
18), son similares a las de la fase anterior, y de las pocas diferencias que hemos
encontrado es que al existir tabiques interlobulillares, la primera parte de los los
tibulos rectos se localiza en el tejido conjuntivo de los tabiques préximo al mediastino

testicular.

4.2.1.2, INTERSTICIO

Durante el periodo infantil, como ya hemos comentado, el intersticio estd menos
desarrollado, y su principal elemento sigue siendo las células de Leydig que presentan
algunas variaciones con respecto a la fase anterior. Hemos podido distinguir,
atendiendo a su morfologia, dos tipos de células de Leydig, unas de forma poligonal
y otras fusiformes.

Las primeras son muy parecidas a las células de Leydig que hemos descrito en
la fase anterior, y se diferencian de éstas, en que tienen un nicleo mds picndtico, y
el citoplasma aparece repleto de vacuolas lipidicas. Este tipo de célula también suele
aparecer en grupos de 4 a 6 elementos entre los titbulos, y en grupos de 8-12 células
localizadas justo debajo de la tinica albuginea o en la periferia de los lobulillos
testiculares; cada una de estas agrupaciones queda rodeada por una membrana basal
discontinua pero marcadamente PAS positiva y que también se tifie con la técnica de
plata-metenamina, aparecenciendo siempre proximas a pequefios vasos sanguineos;
consideramos que estas son células de Leydig fetales en vias de degeneracion (fi. 19).

El otro tipo de célula intersticial se corresponde con elementos alargados con
un niicleo fusiforme. Son mds numerosas en los espacios que quedan entre los tibulos
seminiferos y los grupos de células de Leydig descritos; a estas células las
identificamos como células de Leydig infantiles (fig. 19).

Al igual que en la fase anterior, a nivel del intersticio, hemos observado algunas
mitosis. Entre los grupos de células de Leydig se observan fibras de coldgeno que son
mds abundante en el mediastino testicular, donde también se aprecia la presencia de

numerosos vasos de pequeiio calibre.
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4.2.1.3. CAPSULA TESTICULAR

En este periodo infantil, la cdpsula presenta escasas diferencias histoldgicas con
respecto a la fase anterior. Rodeando externamente la cipsula aparece una capa de
células mesoteliales, la mayoria de nicleo aplanado. Debajo seguimos observando un
tejido conjuntivo mds laxo, con fibroblastos de forma entre ovoidea y estrellada, y una
zona interna integrada por un tejido conjuntivo mds denso donde existen numerosos
vasos de mediano y pequeio calibre.

En esta fase se puede apreciar cémo la cépsula emite tabiques incompletos de
tejido conjuntivo denso hacia el interior del parénquima testicular, quedando as{
dividido éste en lobulillos testiculares (fig. 16). Por estos tabiques discurren vasos de
pequeiio calibre; esta compartimentacidn testicular en lobulillos es una caracteristica
estructural tipica del periodo infantil, tal y como se indica en el inicio de este apartado.

El tejido conjuntivo de los tabiques confluye en el mediastino testicular.
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4.2.2, ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.2.2.1. SISTEMA TUBULAR

En esta fase infantil, la positividad varia algo con respecto a la fase anterior,
y asi hemos encontrado una inversién de los resultados con respecto a la vimentina que
presenta una positividad media en las células de Sertoli, localizada principalmente en
posicién perinuclear, y en zonas periféricas del citoplasma.

Frente a las citoqueratinas de amplio espectro, seguimos encontrando una
inmunorreactividad evidente, pero mayor que en la fase anterior, en el polo apical de
las células epiteliales de los tibulos rectos y red testicular, y los resultados hallados
frente a la vimentina son similares a los obtenidos en la fase perinatal, es decir hemos
detectado una positividad media a este nivel.

También hemos observado que aparece una reaccion positiva, aunque mayor que
en el periodo anterior, frente al coldgeno tipo IV (fig. 20) y laminina (fig. 21) en ia
membrana basal de los titbulos seminiferos , y algo mds intensa en la de los tibulos

rectos y la red testicular.

4.2.2.2. INTERSTICIO

Entre las células de Leydig, la positividad frente a la testosterona también varfa
algo con respecto a la fase anterior, y asi encontramos que el nimero de células
positivas a la testosterona ha descendido notablemente entre las células de Leydig,
centrandose sélo en algunas de forma poligonal, con lo que se pone en evidencia la
baja actividad secretora de estas células durante esta etapa.

Con respecto a la vimentina la reaccién de las células de Leydig es muy débil,
casi nula, existiendo una positividad muy clara en los fibroblastos del intersticio y en
la pared de los vasos en localizacién subendotelial.

La membrana basal ya descrita a nivel histolégico alrededor de las células de
Leydig, presenta una reaccion discontinua frente al coldgeno tipo IV y a laminina (fig.
22).
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4.2.2.3. CAPSULA TESTICULAR
No encontramos ninguna variacién digna de ser resefiada, en cuanto al estudio
inmunohistoquimico de los diversos elementos que integran la cdpsula, con respecto al

periodo anterior.
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4.2.3. CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES

4.2.3.1. SISTEMA TUBULAR

Durante esta fase infantil, las ¢élulas de Sertoli (fig. 23) se caracterizan por
tener un nucleo de forma mds alargada, de contorno algo irregular que presenta una
pequenia escotadura. En su interior hemos observado de uno a tres pequenos nucleolos
y finos granulos de heterocromatina dispersos por el nucleoplasma y mds concentrados
en la periferia, donde aparecen formando una estrecha banda adosada a la cara interna
de la membrana nuclear.

En el citoplasma encontramos abundantes cisternas de RER, mitocondrias de
forma alargada con cresta transversales y matriz densa, numerosos ribosomas libres o
agrupados, y un centriolo en posicién supranuclear. Entre las células de Sertoli vecinas
a nivel de la membrana de la superficie lateral, hemos observado interdigitaciones.

Las espermatogonias tipo A no presentan diferencias ultraestructurales con
respecto a la fase anterior, los niicleos tienen las mismas caracteristicas y en el
citoplasma se sigue observando escasas organelas; las espermatogonias fetales ( fig.
24) se aprecian en nimero muy escaso, y sus caracteristicas ultraestructurales son
similares a las descritas en la fase perinatal.

Las células peritubulares que aparecen alrededor de los tiibulos seminiferos en
una o dos capas, presentan el ndcleo mds alargado y heterocromadtico debido a la
presencia de numerosos grdnulos de cromatina dispersos por el nucleoplasma, y tienen
un citoplasma muy escaso y pobre en organelas. Entre estas células y los tiibulos

seminiferos se observa una membrana basal de estructura simple.
l.as células epiteliales que conforman los tdbulos rectos y la red testicular

presentan las mismas caracteristicas ultraestructurales a las descrita en el periodo

anterior,
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4.2.3.2, INTERSTICIO

Las células de Leydig fetales en vias de degeneraci6én (fig. 25) poseen un
niicleo redondo de contorno mds irregular, que presentan abundantes grumos de
heterocromatina distribuidos por el nucleoplasma, aunque aparecen mds concentrados
en la cara interna de la membrana nuclear y a veces asociados al nucleolo que es
esférico y central. El citoplasma presenta mitocondrias pleomdrficas con crestas
tubulares y una matriz electrodensa, abundantes vesiculas de REL muchas de las cuales
aparecen totalmente dilatadas, numerosas gotas lipidicas, figuras de mielina, ribosomas
y abundantes lisosomas. Alrededor de estos grupos de c€lulas se sigue observando una
membrana basal muy evidente pero discontinua (fig. 25).

Las células de Leydig infantiles poseen un micleo ovoidal y de contorno mds
irregular, que presenta escasa cantidad de heterocromatina. En su citoplasma
encontramos vesiculas de REL, mitocondrias de crestas tubulares, escasas cisternas de
RER, algunas vacuolas de grasa y lisosomas.

Entre ambos tipos de células de Leydig hemos encontrado haces de fibras de

coldgeno orientados al azar.

4.2.3.3. CAPSULA TESTICULAR

Las inicas diferencias ultraestructurales que encontramos con respecto al
periodo perinatal, es que se observa como la cdpsula emite tabiques de tejido
conjuntivo integrado por haces de fibras de coldgeno densamente empaquetados, y la
mayoria orientados perpendicularmente con respecto a la cdpsula.

A este nivel, encontramos algunos fibroblastos pequefios y alargados que
ultraestructuralmente se caracterizan por tener un nicleo muy heterocromatico con una
gruesa banda de cromatina adosada a la membrana nuclear, y escaso citoplasma

ocupado principalmente por RER.
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4.3. FASE PUBERAL

En este periodo incluimos testiculos de gato con edades compredidas entre 4-4,5
y 6-7 meses.

El parénquima testicular, al igual que en la fase anterior, aparece dividido en
lobulillos testiculares incompletos y la principal caracteristica de este periodo es que

el desarrollo testicular no es uniforme (fig. 26).

4.3.1. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

4.3.1.1. SISTEMA TUBULAR

Como ya hemos sefialado, el desarrollo de los tiibulos seminiferos no es
uniforme (fig. 26), y asi encontramos zonas del parénquima donde los tibulos aun
carecen de luz (estas zonas predominan en los animales mds jévenes del grupo) junto
a zonas donde los tubulos tienen luz y presentan cierta estratificacion del epitelio
germinal (éstas predominan en los animales de mayor edad).

Los tibulos que carecen de luz tienen una estructura muy similar a los de la
fase anterior: aparecen numerosas células de Sertoli inmaduras y cuatro o cinco
espermatogonias en posicién basal.

Los tibulos que presentan luz (fig. 27) tienen un didmetro tubular mayor, con
un valor aproximado de 105 um, y el nimero de células de Sertoli ha descendido a
10-13 células por tibulo, caracterizindose por tener mayor tamafio y poseer un niicleo
alargado o piriforme en posicién basal, de contorno irregular con un nucleolo central
y esférico.

En estos titbulos encontramos diversos tipos de células pertenecientes a la linea
germinal que se disponen de manera estratificada, ocupando las espermatogonias
posiciones mds basales, y los espermatocitos primarios y secundarios y las espermatidas
posiciones mds centrales en €l tibulo (fig. 29).

Entre las espermatogonias seguimos diferenciando varios tipos: las

espermatogonias fetales que aparecen cada vez de manera mds esporddica en algunos
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tibulos; los dos tipos de espermatogonias tipo A (fig. 27), con el nicleo localizado
cerca de la membrana basal, esférico u ovoide; un tercer tipo de espermatogonia que
aparece por primera vez son las espermatogonias tipo B (fig. 27), las cuales son de
tamafio parecido a las anteriores y su principal diferencia estriba en el nicleo que es
redondo , con un nucleolo esférico y central muy evidente y contiene gruesos grumos
de cromatina distribuidos por todo el nucleoplasma. Estas células suelen localizarse en
posiciones algo mds alejadas de la membrana basal de los tibulos seminiferos.

Los espermatocitos primarios (fig. 27) son muy numerosos, y aunque la
mayoria suelen ocupar zonas mds centrales del tiibulo, hemos observado algunos muy
préximos a la membrana basal. En general se trata de células grandes y redondas con
un niicleo amplio y esférico, cuya cromatina se encuentra organizada dependiendo de
la fase de division meidtica en la que se encuentre, y asi podemos encontrar
espermatocitos en estadio leptoténico, zigoténico, paquiténico y diploténico.

Los espermatocitos secundarios son muy dificiles de observar ya que aparecen
en escaso nimero. Son células mds pequefias, y tienen un nicleo pequefio, esférico y
picnético.

Las espermdtidas redondas aparecen en un nimero escaso vy solo en algunos
tubulos de los testiculos pertenecientes a los animales de mds edad de este periodo. Son
células de menor tamaio, de forma redondeada, con un niicleo esférico que contiene
finos granulos de cromatina. Suelen verse varias células iguales asociadas ocupando las
zonas mds centrales del tibulo.

En ocasiones, en el centro de los tibulos hemos apreciado grupos de
espermdtidas desprendidas con marcados signos de degeneracion.

Alrededor de los tiibulos seminiferos, la membrana basal es muy evidente con
la técnica del PAS (fig. 27) y a la de plata-metenamina, e inmediatamente por debajo
de ésta se observa una fina capa de células peritubulares (fig. 27), de nicleo pequefio,

alargado y picnético.

En el tejido conjuntivo de los tabiques interlobulillares préximos al mediastino
testicular, encontramos la parte terminal de los tibulos seminiferos (fig. 28) y

primera parte de los tibulos rectos. A este nivel los tibulos seminiferos sufren un
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estrechamiento y estdn integrados sélo por células de Sertoli. Se contimian con un
segmento que no presenta luz y donde existen varias capas de células de Sertoli, que
hace protusién hacia el interior de la parte inicial de los tibulos rectos. La pared de
los tiibulos rectos (fig. 28) estd tapizada por un epitelio cilindrico bajo o ciibico
simple.

La red testicular mediastinica (fig. 28) presenta algunas diferencias con
respecto al periodo anterior: estd integrada por canales mds amplios intercomunicados
entre si, en cuyas luces se pueden observar algunas células germinales degeneradas. El
epitelio de la red testicular aparece integrado por células cibicas casi planas que
presentan un nicleo esférico u ovoideo, picndtico, en el que a veces se puede distinguir
mds de un nucleolo; ¢l citoplasma es escaso y en la superficie apical aparecen cortas
y escasas microvellosidades.

La red testicular mediastinica se continua con la red testicular albuginea

integrada también por canales de amplias luces revestidas por un epitelio cubico bajo.

4.3.1.2. INTERSTICIO
Durante este periodo el intersticio sigue siendo escaso, apareciendo dos
tipos de células de Leydig. Al igual que en el periodo anterior las mds numerosas son
las ¢células de Leydig de forma poligonal, que a diferencia de las descritas en el periodo
infantil, presentan un niicleo eucromdtico, y consideramos que se trata ya de células
de Leydig adultas (fig. 29); su organizacién sigue siendo en grupos con caracteristicas
muy similares y su principal diferencia es que la membrana basal descrita en fases
anteriores es poco evidente
El niimero de células de Leydig infantiles se ha reducido drdsticamente, y se
localizan en los espacios que quedan entre los tibulos seminiferos y los grupos de

células de Leydig adultas.

4.3.1.3. CAPSULA TESTICULAR
La estructura histoldgica de la cdpsula testicular es similar a la descrita en el
periodo anterior, aunque no existe una diferencia tan marcada entre la zona externa y

la interna. En ambas predomina un tejido conjuntivo denso con fibroblastos mas
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pequenos, de nicleos picndticos, y siguen apareciendo numerosos vasos sanguineos
localizados principalmente mds en la zona interna. Rodeando toda la cdpsula
encontramos una capa de células mesoteliales de nucleos aplanados (fig. 29).

Los tabiques que emite la cidpsula hacia el interior del paréngquima son mds
finos que los observados en fases anteriores y utilizando técnicas de plata podemos
evidenciarlos como estrechas bandas de tejido conjuntivo denso rodeando a los

lobulillos testiculares.
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4.3.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.3.2.1. SISTEMA TUBULAR

Durante la fase puberal en el estudio inmunohistoquimico realizado para detectar
filamentos intermedios, tenemos que destacar, al igual que en la fase anterior, la
positividad que presentan las células de Sertoli frente al suero anti-vimentina (fig. 30),
localizdndose principalmente en la parte basal de la célula y alrededor del niicleo.

Por primera vez a lo largo de nuestro estudio hemos detectado discreta reaccion
en las células peritubulares mioides, frente a la desmina y a la vimentina (fig. 30).

Con el suero anti-citoqueratinas se observa inmunotincidn en la parte apical de
las células epiteliales de los tibulos rectos (fig. 31) v de la red testicular, que a
diferencia de fases anteriores es mds intensa, y cuando se ha empleado como antisyero
primario la vimentina hemos detectado una inmunotincidn fuerte que se distribuye de
manera homogénea en el citoplasma de las células de ambas estructuras.

Frente al coligeno tipo IV y frente a laminina hemos detectado una
inmunotincién media en la membrana basal de los tibulos seminiferos, tibulos rectos

y red testicular.

4.3.2.2. INTERSTICIO

Tenemos que destacar €l aumento que se produce en el nimero de células
positivas frente al suero anti-testosterona en comparacion con la fase anterior, y esta
positividad aparece localizada en la mayoria de las células de Leydig poligonales.

También observamos inmunorreaccién escasa frente al suero anti-vimentina,
alrededor del nicleo de las células de Leydig (fig. 32), y en cuanto a la reaccién frente
al coldgeno tipo IV y a laminina detectada en la membrana basal de alrededor de los

grupos célulares, es muy débil y discontinua.
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4.3.2.3. CAPSULA TESTICULAR
A este nivel sélo cabe destacar la reaccion que han presentado los fibroblastos
y las células endoteliales de los vasos frente a la vimentina (fig. 32). En este periodo
se ha observado por primera vez positividad en las células musculares lisas frente a la

desmina, comprobindose que aparecen en un mimero muy escaso en la capsula.
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4.3.3. CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES

4.3.3.1 SISTEMA TUBULAR

En esta fase puberal las células de Sertoli (fig. 33), localizadas en aquellos
tibulos seminiferos que presentan luz, muestran ya las caracteristicas tipicas de la
célula adulta. El nicleo, que aparece préximo a la membrana basal, es de forma
triangular siendo su eje longitudinal perpendicular a dicha estructura, tiene un contorno
muy irregular y una escotadura muy marcada; presenta ademds un nucleolo muy
evidente y finos granulos de cromatina distribuidos por el nucleoplasma.

El citoplasma, que se extiende desde la base hasta la luz tubular, es de contorno
muy irregular quedando englobadas entre sus prolongaciones la mayoria de las c€lulas
de la linea germinal. En él observamos mitocondrias pequeiias y esféricas con crestas
transversales y matriz electrodensa, RE tanto liso como rugoso, aparato de Golgi en
posicion yuxtanuclear, ribosomas, polirribosomas y pequeinias gotas lipidicas. A nivel
de la superficie lateral y en localizacién basal, observamos estrechos complejos de
unidn entre células de Sertoli vecinas, aprecidndose también actimulos de REL a ambos
lados de estos complejos: estas estructuras son componentes esenciales de la barrera
hematotesticular, que por lo tanto, queda establecida en la fase puberal.

Como ya hemos descrito histolégicamente durante esta fase aparecen nuevos
tipos de células germinales: espermatogonias tipo B, espermatocitos primarios,
espermatocitos secundarios y espermatidas redondas.

Las espermatogonias tipo B, que quedan situadas por debajo de la barrera
hematotesticular, se caracterizan por tener un nicleo esférico y heterocromdtico, con
un nucleolo muy evidente y gruesos grumos de heterocromatina dispersos por todo el
nucleoplasma. En su citoplasma hemos observado algunas mitocondrias pleomorficas,
cisternas de RER, un pequefio aparato de Golgi y numerosos ribosomas. Estas células
suelen encontrarse algo alejadas de la base del tibulo seminifero.

De los espermatocitos primarios quedan localizados por debajo de los

complejos de unién que integran la barrera hematotesticular, sélo aquellos que estdn
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en fase de preleptotene, situdndose el resto (fig. 33) por encima de la barrera
hematotesticular, en el compartimiento adluminal del tibulo.

Presentan un nucleo grande y esférico, con la cromatina organizada dependiendo
del estado de la profase meidtica en el que se encuentren. En el citoplasma de estas
células aparece un aparato de Golgi desarrollado, pequefias mitocondrias esféricas, RE
liso y rugoso y ribosomas.

Los espermatocitos secundarios son muy dificiles de observar y se localizan
también en el compartimiento adluminal. Su citoplasma se caracteriza por la
abundancia de RER. El nicleo es mds pequefo y heterocromético y aparece cubierto
por gruesos grumos de cromatina interconectados por filamentos.

Durante esta fase hemos encontrado en algunos tibulos espermaitidas redondas
que ocupan las zonas mds proximas a la luz tubular, y que ultraestructuralmente se
caracterizan por tener un nicleo esférico y en posicicion central. La cromatina puede
aparecer en finos granulos o formando grumos mds densos que enmascaran el nucleolo.
En el citoplasma de estas células observamos abundantes cisternas de REL, escaso
RER, ribosomas, escasas mitocondrias pequenas y esféricas y un pequefio aparato de
Golgi en posicidon yuxtanuclear, Entre las espermdtidas observamos como se establecen

puentes intracitoplasmaticos.

Como ya hemos descrito histoldgicamente, el epitelio de los tiibulos rectos (fig.
34) es cilindrico bajo o ctibico, y ultraestructuralmente se caracteriza por poseer un
nicleo con una banda de heterocromatina adosada en la cara interna de la membrana
nuclear, y un nucleolo muy evidente. En su citoplasma destacamos la presencia de
mitocondrias, RER, complejo de Golgi y abundantes ribosomas. En la superficie
apical de la célula encontramos algunas microvellosidades.

Las células que tapizan la pared de la red testicular presentan un niicieo
redondo a veces casi plano y heterocromdtico, y en su citoplasma observamos
mitocondrias, RER y algo de REL.
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4,3.3.2, INTERSTICIO

Las células de Leydig adultas (fig. 35), que son los elementos principales del
intersticio durante esta fase, se caracterizan por tener el niicleo localizado
excéntricamente, esférico y eucromdtico, con un nucleolo central y una fina capa de
heterocromatina adosada a la membrana nuclear. En el citoplasma de estas células
encontramos numerosas mitocondrias esféricas de crestas tubulares, un REL muy
desarrollado y distribuido por todo ¢l citoplasma, numerosas gotas de grasa, lisosomas,
figuras de mielina, escasas cisternas de RER y ribosomas. Dentro de los grupos de
células de Leydig y entre células vecinas, observamos que existe muy poca separacién
entre las membranas citoplasmdticas y en algunos puntos existen complejos de unidn.
La membrana basal tan visible en fases anteriores, es poco evidente en este periodo
puberal.

Como ya hemos descrito histoldgicamente , las células de Leydig infantiles son
muy escasas durante esta fase y ultraestructuralmente presentan las mismas

caracteristicas enumeradas en el periodo anterior.

4.3.3.4. CAPSULA TESTICULAR

Durante este periodo a nivel de la cdpsula no existe diferencia entre la zona
interna y la zona externa, predominando en general un tejido conjuntivo denso
integrado por numerosos haces de fibras de coldgena, la mayoria orientados
longitudinalmente alrededor del testiculo y fibroblastos fusiformes, que se caracterizan
por presentar un nicleo alargado y con abundante heterocromatina mds concentrada en
la cara interna de la membrana nuclear. El citoplasma, que presenta prolongaciones

largas, posee abundante RER, pequefias mitocondrias y numerosos ribosomas libres.
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4.4. FASE ADULTA

4.4.1. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

4.1.1.1. SISTEMA TUBULAR

La principal caracteristica morfoldgica de esta fase es que todos los tiibulos
seminiferos presentan amplias luces y la espermatogénesis estd totalmente establecida
(fig. 36).

El nimero de células de Sertoli por seccién transversa de tibulo ha descendido
a 8-10 células, mientras que el didmetro tubular ha sufrido un notable aumento hasta
un valor aproximado de 220 um, como consecuencia del incremento que se produce
en el nimero de células germinales.

Las células de Sertoli se caracterizan por su nicleo de forma triangular, y
contorno algo irregular, que se localiza muy proximo a la membrana basal y presenta
un pequeiio nucleolo; sus prolongaciones citoplasmaticas se extienden entre las células
de la linea germinal y llegan hasta la luz del tibulo seminifero.

Entre las células del tibulo seminifero, podemos diferenciar todos los elementos
pertenecientes a la linea germinal: espermatogonias tipo A, espermatogonias tipo B,
espermatocitos primarios en distintas fases de divisiébn meidtica, espermatocitos
secundarios, espermdtidas redondas, espermdtidas alargadas y espermatozoides
desprendidos en la luz tubular.

Observando tubulos seminiferos en distintos cortes histolégicos, podemos
comprobar como éstos varian de aspecto a causa de las diferentes asociaciones celulares
que contienen, Para el estudio de las asociaciones celulares, hemos empleado los
criterios utilizados por Clermont (1963) y Swierstra (1968), basados en la morfologia
de las células germinales y la localizacidn de éstas dentro del tibulo, y asi hemos
dividido el ciclo del epitelio seminifero del testiculo de gato en ocho estadios o

asociaciones que a continuacién pasamos a describir;
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. Estadio I: los tubulos que presentan dicha asociacion se caracterizan porque
tienen células de Sertoli, espermatogonias tipo A y espermatocitos primarios en
leptotene en la zona mds basal del tubulo; en las capas mds centrales aparecen

espermatocitos en paquitene y espermdtidas redondas (fig. 36).

. Estadio II: se caracteriza porque en la capa mds basal del tibulo aparecen
células de Sertoli y espermatogonias tipo A; en estratos superiores encontramos
espermatocitos en zigotene y/o paquitene y espermdtidas mds pequefias que las de la

asociacidn anterior que comienzan a alargarse (fig. 37).

. Estadio III: encontramos c€lulas de Sertoli y espermatogonias tipo A en
contacto con la membrana basal del tibulo; en las zonas mds cercanas a la luz tubular

espermatocitos en zigotene y en diplotene y espermdtidas alargadas (fig. 38).

. Estadio IV: esta asociacidn se caracteriza porque presenta basalmente células
de Sertoli y espermatogonias tipo A; en las capas superiores del tibulo aparecen

espermatocitos en zigotene, células en division y espermatidas alargadas (fig. 39).

. Estadio V: en él observamos células de Sertoli y espermatogonias tipo A
basalmente; en las capas centrales del tibulo encontramos espermatocitos en zigotene,

espermatidas alargadas y espermdtidas redondas (fig. 40).

. Estadio VI: en contacto con la luz tubular encontramos dos generaciones de
espermdtidas, redondas y alargadas. Asociadas a estas células encontramos
espermatocitos en paquitene y en contacto con la membrana basal del tibulo aparecen

células de Sertoli, espermatogonias tipo A y espermatocitos en leptotene (fig. 41).
. Estadio VII: se caracteriza por la presencia de espermatogonias tipo B junto

con espermatogonias tipo A y células de Sertoli basalmente; en estratos superiores se

observan espermatocitos en paquitene, espermatidas redondas y alargadas (fig. 42).
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. Estadio VHI: presenta en contacto con la membrana basal células de Sertoli,
espermatogonias tipo A y espermatogonias tipo B; en capas superiores existen

espermatocitos en diaquinesis y espermatidas redondas y alargadas (fig. 43).

Hemos observado que algunas asociaciones celulares ocupan pequefios
segmentos del tibulo, con lo que en la mayoria de las secciones transversas de los

tibulos seminiferos pueden aparecer mas de una asociacién.

En este periodo, en los segmentos terminales de los tiibulos seminiferos,
observamos tres zonas bién definidas: una primera regidn de transicion, donde existe
una pérdida gradual de los elementos germinales; a continuacidn aparece una region
intermedia que presenta luz, e integrada por c€lulas de Sertoli dispuestas en una sola
capa, y por Gltimo un tercer segmento (fig. 48 y 49) integrado por varias capas de
células de Sertoli, que no presenta luz, y que se introduce en el interior de la parte
inicial de los tiibulos rectos.

Los tdbulos rectos (fig. 48 y 49) presentan un epitelio cubico, y se continuan
con la red testicular albuginea y mediastinica (fig. 49) que al igual que en el periodo
anterior estd muy desarrollada, apareciendo como grandes canales recubiertos por un
epitelio cuibico simple casi plano en algunas zonas; en la luz de éstos, aparecen

espermatozoides.

4.4.1.2. INTERSTICIO

El intersticio estd algo mds desarrollado con respecto al periodo anterior, y estd
integrado principalmente por células de Leydig poligonales con nicleos esféricos y
excéntricos, y cuya organizacion es muy similar a la que aparece en fases anteriores:
grupos pequeiios de forma triangular, integrados por 4 a 10 células localizados en los
espacios intertubulares (fig. 50), grupos alargados de 8 a 10 células situados debajo de
la tinica albuginea y grupos de forma mds irregular integrados hasta por 12 células

localizados en las cercanias del mediastino testicular.
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Todas estas agrupaciones aparecen en estrecha relacion con numerosos capilares
y pequefios vasos sanguineos, y la membrana basal que aparece en otras fases, ya no

es tan evidente.

4.4.1.3. CAPSULA TESTICULAR

Presenta las mismas caracteristicas histolégicas que la fase anterior: estd
integrada por un tejido conjuntivo denso con numerosos vasos sanguineos en la zona
interna de la cdpsula.

Los tabiques que emite 1a cdpsula hacia el interior del parénquima, como ya
hemos descrito para el periodo puberal, estdn integrados por finos septos de tejido

conjuntivo denso, que confluyen a nivel del mediastino testicular.
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4.4.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.4.2.1. SISTEMA TUBULAR

En esta fase adulta el estudio inmunohistoquimico utilizando como antisuero
primario la vimentina muestra unos resultados andlogos a los descritos en el periodo
puberal presentando una fuerte inmunorreaccion en las células de Sertoli (fig. 44) y una
reaccion débil en las células mioides peritubulares (fig. 44). En cuanto a la desmina
se expresa, pero de manera muy discreta, en las células mioides peritubulares (fig. 45).

Con respecto a laminina (fig. 46) y al coldgeno tipo IV (fig. 47), como ya
hemos visto en la fase anterior, existe una reaccidon media en la membrana basal de los
tibulos seminiferos, tibulos rectos y red testicular.

Por iltimo, el estudio inmunohistoquimico de los tdbulos rectos y red testicular
con citoqueratinas de amplio espectro (fig. 48), revela una positividad muy intensa en
las células epiteliales de estas estructuras y frente a la vimentina muestra también una

reaccion fuerte en el citoplasma de dichas células (fig. 49).

4.4.2.2, INTERSTICIO

Durante este periodo la mayoria de las células de Leydig presentan una fuerte
inmunorreaccion frente al suero primario anti-testosterona (fig. 50) y una positividad
media frente al suero anti-vimentina (fig. 49).

Por otra parte hemos encontrado que tanto la laminina y el coldgeno tipo IV se

expresan de manera muy débil alrededor de los grupos de células de Leydig.

4.4.2.3. CAPSULA TESTICULAR

Los resultados inmunohistoquimicos son similares a los descritos en el periodo
anterior. Lo tunico destacable es la presencia de un escaso nimero de células de
naturaleza muscular positivas al suero anti-desmina y distribuidas de manera dispersa
por la cdpsula. Como ya hemos comentado, estos elementos s6lo los hemos observado

en la fase puberal y en la aduita.
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4.4.3. CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES

4.4.3.1. SISTEMA TUBULAR

Como ya hemos observado histoldogicamente, la principal caracteristica de este
periodo es la presencia en los tibulos seminiferos de todos los elementos de la linea
germinal; espermatogonias tipo A, espermatogonias tipo B, espermatocitos primarios
y secundarios, espermdtidas redondas y alargadas y espermatozoides desprendidos en
la luz tubular.

Las células de Sertoli (fig. 51) presentan desde el periodo anterior las
caracteristicas propias de una célula adulta: son células alargadas y de forma irregular
que se extienden desde la membrana basal hasta la luz tubular, cuyas extensiones
citoplasmiticas envuelven a los diferentes elementos de desarrollo de las células
germinales. Su nicleo es triangular, de contorno irregular con una profunda escotadura
en la membrana nuclear, escasos grumos de heterocromatina mds concentrado en la
cara interna de la carioteca y un nucleolo muy evidente.

En su citoplasma aparecen numerosas mitocondrias esféricas de pequenio
tamafio, un aparato de Golgi localizado en posicién yuxtanuclear, REL y RER,
ribosomas, lisosomas y pequefias vacuolas lipidicas. Alrededor del niicleo hemos
observado finos filamentos orientados al azar. En esta fase, al igual que en la puberal,
aparecen muy desarrollados los complejos de unidn entre las células de Sertoli vecinas
localizdndose principalmente en la zona basal; como ya hemos visto en la fase anterior,
éstos son componentes esenciales de la barrera hematotesticular. En las zonas
citoplasmdticas adyacentes a las zonas de contacto con las espermdtidas también

aparecen acumulos de REL.

Dentro de las células pertenecientes a la linea germinal, la mayoria las hemos
descrito ya en la fase puberal por lo que ahora pasamos a describir las caracteristicas
ultraestructurales de las espermdtidas alargadas (fig. 52) s6lo presentes en los tibulos

seminiferos de los animales adultos.
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En el nicleo de estas células observamos grdnulos de cromatina de mayor
tamano y densidad en comparacién con las espermatidas de niicleo redondo. En uno
de los polos nucleares encontramos la vesicula acrosémica, que estd en estrecha
relacion con el aparato de Golgi. En las espermdtidas mds maduras se aprecia como
la membrana limitante de esta vesicula, se extiende por la cara externa de la membrana
nuclear para formar el capuchdn cefdlico. En el polo opuesto nuclear se observa los
centriolos, uno de los cuales originard un pequefio flagelo; el citoplasma, que queda
muy reducido de tamano, aparece rodeando la parte proximal del flagelo y estd

ocupado principalmente por mitocondrias.

El resto de las estructuras integrantes del sistema tubular no presenta ninguna

diferencia con respecto a la fase puberal.

4.4.3.2. INTERSTICIO
Los elementos principales que integran el intersticio son las células de Leydig
adultas (fig. 53) que presentan las mismas caracteristicas ultraestructurales a las

descritas en la fase anterior.

4.4.3.3. CAPSULA TESTICULAR

Las caracteristicas ultraestructurales son similares a las de la fase puberal. Estd
integrada por un tejido conjuntivo denso, con numerosos haces de fibras de coldgena
la mayoria orientados longitudinalmente alrededor de la cdpsula. Los fibroblastos son
fusiformes y tiene un nicleo alargado y muy heterocromético. En su citoplasma destaca
la presencia de abundante RER y ribosomas, y algunas mitocondrias de pequeno

tamano.
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4.5. TABLAS

TABLA 4.5.1: modificacidn del didmetro tubular y n° de células de Sertoli por

seccidn transversa de tubulo seminifero en las diversas fases del desarrollo testicular.

Fase Fase Fase Fase
perinatal infantil puberal adulta
Didmetro
tubular(um) 89 86 105 220
N°(C.Sertoli
seccidn tub. 25 17-18 13 9
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TABLA 4,5.2: resultados inmunohistoquimicos frente al filamento intermedio

vimentina en las diversas fases evolutivas del testiculo.

Fase Fase - Fase Fase
perinatal infantil puberal adulta
C.Sertoli - ++ + 4+ +++
C.Germinal - - - ,
C.Leydig +++ + + + 4+
C. mioide - - + +
T. Rectos ++ ++ +++ +++
R.Testicular ++ ++ +++ + 4+
Cépsula (+) (+) ++ ++

- 1 reaccion negativa

(+): células positivas aisladas
+ : reaccion positiva débil
+ + : reaccion positiva media

+ + +: reaccidn positiva fuerte
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TABLA 4.5.3: resultados inmunohistoquimicos frente al filamento intermedio

desmina en las diversas fases evolutivas del testiculo.

Fase Fase Fase Fase
perinatal infantil puberal adulta
C.Sertoli - - - -
I C.Germinal - - - | -
C.Leydig - ‘ - - -
C. mioide - - + +
I
T. Rectos - - - W - )
| R.Testicular - - I - -
Cépsula - ] - (+) (+)
. | .

- : reaccion negativa

(+): células positivas aisladas
+ : reaccién positiva débil
+ + : reaccién positiva media

+ ++: reaccidn positiva fuerte
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TABLA 4.5.4: resultados inmunohistoquimicos frente al filamento intermedio

citoqueratinas de amplio espectro en las diversas fases evolutivas del testiculo.

Fase Fase Fase Fase
perinatal infantil puberal adulta
C.Sertoli - - - i,
C.Germinal - - - ;
|
C.Leydig - - - i,
C.mioide - - - i,
|
T. Rectos ++ ++ +++ +++
R.Testicular ++ +++ +++ +++
Capsula - - - i}

- : reaccion negativa

(+): células positivas aisladas
+ : reaccién positiva débil

+ + : reaccidn positiva media
+ -+ +: reaccidn positiva fuerte

102



Resultados

TABLA 4,5.5: resultados inmunohistoquimicos frente a laminina en las

diversas fases evolutivas del testiculo.

Fase Fase Fase Fase
perinatal infantil puberal adulta
M.basal ++ +++ ++ ++
T.seminifero
M.basal ++ ++ (+) (+)
C.Leydig
M.basal +++ +++ ++ ++
T.Rectos
M.basal +++ +++ ++ ++
Red T.

TABLA 4.5.6: resultados inmunohistoquimicos frente al coldgeno IV en las
diversas fases evolutivas del testiculo.

Fase Fase Fase Fase
perinatal infantil puberal adulta
M.basal ++ +++ ++ ++
T.seminifero
M.basal ++ ++ (+) (+)
C.Leydig
M.basal ++ +++ ++ ++
T.Rectos
M.basal ++ +++ ++ ++
Red T.

- : reaccion negativa

(+) : reaccién positiva débil y no continua

++ : reaccién positiva media
+++ : reaccién positiva fuerte
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TABLA 4.5.7: resultados inmunohistoquimicos frente a la testosterona

en las diversas fases evolutivas del testiculo.

Fase Fase Fase Fase
perinatal infantil puberal adulta
C.Sertoli - - - _
C.Germinal - - - -
C.Leydig ++ - ++ +++
T.Rectos - - - -
Red T. - - - .

- reaccién negativa
+ : reaccion positiva débil
++ : reaccién positiva media

+++ : reaccidén positiva evidente
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Fig. 1. Fase perinatal. Tiibulos seminiferos sin luces, separados por abundante
intersticio. H&E x 40.

Fig. 2. Tibulo seminffero con células de Sertoli inmaduras, espermatogonias tipo
A, espermatogonias fetales y alrededor células peritubulares. H&E x 160.
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Fig. 3. Tidbulo seminifero con células germinales eosinéfilas en vias de
degeneracién, y 2 6 3 capas concéntricas de células peritubulares. H&E x 132.

Y b B

Fig. 4. Tiibulos rectos y red testicular mediastinica. Grupos de células de Leydig
en el mediastino testicular. Tricrémico de Masson x 66.
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A PEAoN L B U

Fig. 5. Cdpsula albuginea recubierta por mesotelio cibico. Debajo grupos de
células de Leydig. H&E x 132

Fig. 6. Tnica vasculosa en cépsula albuginea y abundantes células de Leydig.
Tricrémico de Masson x 132.
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Fig. 7. PAP anti-laminina. Positividad en membranas basales de tibulos
seminiferos y de grupos de células de Leydig. x 80.

g ¢
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Fig. 8. PAP anti-laminina. Inmunotincién en membranas basales de tibulos
rectos y red testicular. x 100.
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Fig. 9. PAP anti-citoqueratinas. Positividad en células epiteliales de los tibulos
rectos. x 100.

Fig. 10. PAP anti-testosterona. Inmunotincién en células de Leydig fetales. x
100.
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Fig. 11. PAP anti-vimentina. Positividad perinuclear de células de Leydig. x 80.
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Fig. 12. Fase perinatal. Tibulo seminifero con espermatogonias tipo A (%),
célula de Sertoli (#) y células peritubulares (A). x 2.200.

112



Iconografi:

ticleo redondo y eucromdtico y nicleo

Fig. 13. Espermatogonia tipo A (4) con n

. % 2.900

(%)

de célula de Sertoli
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Fig. 14. Células epiteliales de la red testicular. Presencia de microvellosidades
apicales. x 4000.
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Fig. 15. Célula de Leydig fetal. Se aprecian mitocondrias de crestas tubulares,
REL y RER. x 4000,
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Fig. 16. Fase infantil. Compartimentacién del parénquima testicular en lobulillos
testiculares. Plata metenamina de Jones x 50.

Fig. 17. Tibulos seminfferos carentes de luces. Espermatogonia fetal (4 ),
espermatogonias tipo A (t ) y células de Sertoli. 1-2capasdeeélu1as
peritubulares. H&E x 132.
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Fig. 18. Thibulos seminiferos, tibulos rectos y red testicular mediastinica. Grupos
de células de Leydig en mediastino. H&E x 66.

Fig. 19. Tuibulos seminiferos y células de Leydig en degeneracién ()) e infantiles
(). H&E x 132.
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Fig. 20. PAP anti-coldgeno tipo IV. Positividad en membranas basales de tibulos
seminiferos y de grupos de células de Leydig. x 132.

Fig. 21. PAP anti-laminina. Positividad en membranas basales de los tibulos
seminiferos. x 160.
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Fig. 22. PAP anti-laminina. Inmunotincién en membranas basales de tiibulos
seminiferos y alrededor de grupos de células de Leydig. x 132.
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Fig. 23. Tudbulo seminifero infantil. Células de Sertoli, debajo membrana basal
simple. x 4000,
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Fig. 24. Espermatogonia fetal con nucleolo muy evidente y citoplasma
electroliicido. x 4000
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Fig. 25. Célula de Leydig en vias de degeneracion. Alrededor membrana basal
discontinua y células peritubulares. x 4000
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Fig. 26. Fase puberal. Tibulos seminiferos en diversos grados de desarrollo.
H&E x 33.

Fig. 27. Tibulos seminiferos con luces y epitelio germinal. A]rededorseobsmra
una capa de células peritubulares. PAS x 132.

123



cular

entre tibulos seminfferos y tibulos rectos (4). Red testi

Transicién
. H&E x 33.

m L] ” .
mediastinica

ig. H&E x 66.

Cépsula albuginea y grupos de células de

29

Fig.



Iconografia

Fig. 30. PAP anti-vimentina. Inmunotincién media de las células de Sertoli y
débil de las células peritubulares mioides. x 100.

Fig. 31. PAP anti-citoqueratinas. Intensa positividad de las células de los tibulos
rectos. x 80.
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Fig. 32. PAP anti-vimentina. Escasa positividad de células de Leydig y fuerte
inmunotincién de fibroblastos en la cdpsula. x 132,
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Fig. 33. Célula de Sertoli adulta (¥ ) con micleo de contorno irregular y
espermatocito primario en leptotene (). x 2200
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Fig. 34. Células epiteliales de tibulo recto. Membrana basal subyacente. x 6000.
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Fig. 35. Grupo de células de Leydig. En el citoplasma abundante REL y vacuolas
lipidicas. x 2900.

129



Fig. 37. Estadio II. H&E x 100.
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Fig. 39. Estadio IV. H&E x 100.
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Fig. 41. Estadio VI. H&E x 100.
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Fig. 43. Estadio VIIL. H&E x 100.

133



Iconografia

o

Fig. 44. PAP anti-vimentina. Positividad intensa de las células de Sertoli, media
de las células de Leydig y débil de las células mioides. x 100.

Fig. 45. PAP anti-desmina. Débil inmunotincién en células peritubulares mioides
(A). x 100.
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Fig. 46. PAP anti-laminina. Inmunotincién en membranas basales de tibulos
seminiferos. x 132.

Fig. 47. PAP anti-coldgeno tipo IV. Inmunotincién en membranas basales de
tibulos seminiferos.
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testicular. x 100.

Fig. 49. PAP anti-vimentina. Pomtmdaddelasc&ulasdeSertohydeLascélulas
epiteliales de tibulos rectos. x 66.
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Fig. 50. PAP anti-testosterona. Inmunotincién de las células de Leydig. x 66.
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Fig 51. Tdbulo seminifero en el que se observa una célula de Sertoli (f) y
espermatocitos primartos (#). x 1600.
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Fig. 52. Espermdtidas alargadas con acrosomas rodeando parte de los nicleos.
x 3000
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Fig. 53. Célula de Leydig, con abundante REL, mitocondrias de crestas tubulares
y gotas lipidicas. x 6000.
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FE DE ERRATAS

. Pags. de 106 a 1{1: el aumento total de las imagenes histoldgicas es el indicado
multiplicado por 3 (indice de conversién).
. Pags. de 116 a 119: el aumento total de las imdgenes histoldgicas es el indicado
multiplicado por 3 (indice de conversion).
. Pags, de 123 a 126: el aumento total de las imdgenes histologicas es el indicado
multiplicado por 3 (indice de conversion).
. Pags. de 130 a 137: el aumento total de las imdgenes histoldgicas es el indicado

multiplicado por 3 (indice de conversidn).
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Discusidon

7. DISCUSION

Como ya hemos expuesto a lo largo de la revision bibliografica, el estudio
histoldgico del aparato genital del macho, y concretamente del testiculo, ha sido
abordado por numerosos autores desde hace muchos afios. Estas investigaciones han
sido realizadas en diversas especies animales (bovidos, 6vidos, équidos, cerdos, perros,
ratas, etc...), y en los diferentes campos cientificos (histoldgico, fisioldgico,
inmunohistoquimico, ultraestructural, etc...). Algunos de ellos han estudiado en general
todas las fases del desarrollo testicular, y otros se han centrado en fases concretas de
su evolucion.

Sin embargo, tal y como plantedbamos en la introduccidn, son muy escasos 10s
trabajos cientificos que abordan el estudio del testiculo de gato, y los pocos
investigadores que han estudiado esta especie han centrado sus investigaciones en el
testiculo de animales adultos.

Para una mejor comprension del proceso de maduracion del testiculo, algunos
autores han dividido su evolucién en diferentes fases de desarrollo. Asi, en testiculo
humano, Nistal y Paniagua (1983) diferencian entre el periodo fetal, infantil, puberal
y adulto. Flores y col. (1989a) en testiculo equino, distinguen una fase prepuberal
inicial hasta el ano, una fase pre-puberal tardia hasta los 16 meses, una fase puberal
hasta los 18 meses, y una fase adulta a partir de los 2 aftos. En nuestro trabajo los
resultados obtenidos tanto histoldgica como ultraestructuralmente han presentado una
serie de caracteristicas comunes, que también nos ha permitido dividir el desarrollo del
testiculo del gato en cuatro fases bién definidas: perinatal, infantil, puberal y adulta.

Para la presentacién de la discusidn seguiremos el mismo orden, aunque en
ocasiones tengamos que obviarlo para poder relacionar mejor los resultados obtenidos

en las diferentes fases.
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Durante la fase perinatal hemos podido comprobar, al igual que otros autores
en diferentes especies, que la principal caracteristica de los tibulos seminiferos es la
ausencia de luces, hecho que es sefialado por Sinowatz y Amselgruber (1986) en
bovidos, y por Flores y col.(1989a) en équidos.

La pared de los tibulos seminiferos, aparece tapizada por numerosas células de
Sertoli y un escaso nimero de células germinales. Las células de Sertoli inmaduras se
caracterizan por tener un nicleo ovoideo de contorno alge irregular localizado a
diferentes alturas. Algunos autores describen dos tipos diferentes de células de Sertoli
inmaduras, asi en testiculo humano Vilar (1970) observa células de Sertoli claras y
oscuras, mientras que Hadziselimovic y Seguchi (1974) describen unas células de
Sertoli redondas y basales y otras células de Sertoli alargadas. Nosotros hemos
observado un solo tipo y al igual que otros autores (Nistal y col. 1982), creemos que
estas dos variedades de célula de Sertoli descritas en testiculo humano, podrian
aparecer como consecuencia de una mala fijacién del tejido.

En el estudio ultraestructural de las células de Sertoli inmaduras destacamos el
desarrollo que presenta el RER, el cual se dispone en filas paralelas o en formaciones
concéntricas. Nistal y Paniagua (1983) relacionan el desarrollo de esta organela con la
secrecién de hormona anti-Miilleriana, glicoproteina de gran importancia en la
diferenciacion sexual del macho. Esta hormona ha sido detectada
inmunohistoquimicamente en el RER de células de Sertoli inmaduras de fetos de
bdvidos de 50 a 80 dias (Waites y col., 1985). En cerdos se han observado niveles
mdximos a los 33 dias de la fecundacién y se mantiecnen muy elevados hasta el
nacimiento, momento a partir del cual su concentracién disminuye (van Vorstenbosch
y col., 1984).

En los tibulos seminiferos de testiculo humano, Paniagua y Nistal (1984)
describen la presencia de varios tipos de células germinales, los gonocitos que
desaparecen tras el nacimiento, las espermatogonias fetales, que persisten durante toda
la infancia y que se diferencian de las anteriores por su gran tamano, y tres variedades
de espermatogonias tipo A. Algunos investigadores consideran que las células
germinales que aparecen €n la etapa perinatal no son comparables con las que aparecen

en el animal adulto (Vilar, 1970). Sin embargo Paniagua y Nistal (1984) sefialan que
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la terminologia por ellos utilizada es correcta, ya que, ultraestructuralmente, las
espermatogonias tipo A presentan mucha similitud con las células del mismo nombre
que aparecen en testiculo adulto.

En testiculo de gato, durante esta primera fase, nosotros hemos encontrado dos
variedades de espermatogonias tipo A, un escaso mimero de espermatogonias fetales
y algunas espermatogonias con signos evidentes de degeneracién ocupando la zona
central de algunos tibulos seminiferos. La presencia de estas ultimas células
degeneradas ha sido observada también tras el nacimiento en conejo por Gondos y col.
(1973), y en humana por Panmiagua y Nistal (1984), los cuales indican que son
espermatogonias en fases finales de degeneracién y que su presencia es indicativa de
la renovacién constante a la que estdn sometidas estas células.

En el estudio ultraestructural de las células germinales coincidimos con la
mayoria de los autores (Gondos y col., 1973, Paniagua y Nistal, 1984), que sefialan
la escasa presencia de organelas en su citoplasma.

Otro hecho caracteristico que hemos encontrado entre las células de los tdbulos
seminiferos durante este periodo, ha sido la presencia de mitosis. Clermont y Perey
(1957), describen la presencia de grandes y pequefias mitosis entre las células de los
tibulos seminiferos en ratas inmaduras. Las primeras se dan entre los gonocitos y
aparecen a a partir del cuarto dia. Las segundas se observan entre 1as células de soporte
y duran desde el sexto al dia 18.

En testiculo humano, las mitosis en las células de Sertoli cesan tras el
nacimiento (Nistal y col., 1982). Sin embargo en testiculo de rata aparecen durante las
dos primeras semanas de vida, coincidiendo con un aumento en el ndmero de
receptores para la FSH en las células de Sertoli. Estos hechos son explicados porque
la FSH y Ia LH gjercen una acciéon muy importante sobre el desarrollo testicular,
interactuando con los receptores de membrana expresados en las células de Sertoli y
de Leydig respectivamente (Bortolussi y col. 1990).

Alrededor de los tubulos seminiferos, observamos una fina membrana basal,
alrededor de la cual se disponen dos o tres capas de células fibrobldsticas, que
ultraestructuralmente se caracterizan por tener en su citoplasma RER como organela

mds destacable. Estos resultados difieren en parte con los obtenidos por otros autores
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en distintas especies. Bustos-Obregén y Courot (1974), encuentran que, en dvidos de
una semana de edad, la membrana basal tiene una apariencia multilaminar v,
externamente a ella, existen dos o tres capas de células fibrobldsticas, de las cuales, las
células de la mds interna tienen en el citoplasma filamentos de 80 A de didmetro. En
bévidos de cuatro semanas de vida, Sinowatz y Amselgruber (1986) describen también
una membrana basal multilaminar, y externamente, una o dos capas de células
fibrobldsticas que son identificadas como células peritubulares contrictiles.

Entre las células peritubulares, también hemos observado mitosis, fendmeno que
ya ha sido sefialado por otros autores como Leeson y Forman (1981) en conejos de
hasta 28 dfas de edad.

Durante la fase perinatal, la utilizacidn de técnicas inmunohistoquimicas para
la valoracion de la presencia de filamentos intermedios en las células de los tibulos
seminiferos, nos ha puesto en evidencia la escasa presencia de éstos. Asi encontramos
que frente a la vimentina existe débil positividad, casi nula, en las células de Sertoli
y frente a la desmina la inmunotincién ha sido totalmente nula en las células
peritubulares. Van Vorstenbosch y col. (1984b), en testiculo fetal y neonatal de cerdo,
obtienen resultados andlogos a los nuestros. Nosotros consideramos que la débil
positividad que hemos detectado puede ser debida a la inmadurez de las células de
Sertoli durante esta fase.

En el caso de la desmina nuestros resultados no coinciden con los obtenidos por
Virtanen y col. (1986) en ratas recién nacidas, donde evidencian una capa de células
peritubulares positivas a este filamento; estos autores indican que dichas células son de

naturaleza muscular y que pueden ser identificadas como tal, antes de su maduracién.

Es muy escasa la bibliografia con respecto al estudio de los tibulos rectos y red
testicular durante la primera fase del desarrollo postnatal. Al igual que Wrobel y col.
(1986) encontramos que la transicién entre los tibulos seminiferos y tubulos rectos en
esta primera fase se produce de manera brusca. Tubulos seminiferos, en los cuales sélo
existen células de Sertoli, se contintan con tibulos que presentan un epitelio cilindrico
bajo. Estos autores describen también, en testiculos de bévidos de pocos dias de edad,

tibulos rectos con una estrecha luz y un epitelio estratificado que presenta canaliculos
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intracelulares, En nuestro estudio observamos que los tibulos rectos presentan una
estrecha luz, pero, a diferencia de lo descrito en bévidos, su pared estd tapizada por
un epitelio cilindrico bajo con escasas y cortas prolongaciones en la zona apical.

Los tiibulos rectos se contintdan a nivel del mediastino testicular, con una red
testicular mediastinica axial, integrada por unos canales de forma irregular tapizados
por un epitelio cubico, y con una red albuginea localizada en el polo craneal del
testiculo e inmediatamente debajo de la cdpsula testicular. Esta organizacidn de la red
testicular es andloga a la descrita por Benoit (1926) y por Dym (1976) en diversos
mamiferos, y la identifican como una red de tipo axial.

El estudio inmunohistoquimico nos muestra la reaccidn tan evidente que
presentan las células epiteliales de estas estructuras, frente a las citoqueratinas de
amplio espectro y frente a la vimentina. Estos resultados coinciden totalmente con los
presentados por Dinges y col. (1991), que describen la coexpresion de ambos
filamentos en las células epiteliales de los tibulos rectos y red testicular. Para estos
autores la coexpresién de ambos filamentos es normal ya que estas estructuras derivan
en su desarrollo embriolégico de los tibulos mesonéfricos.

El empleo del suero anti-citoqueratinas nos ha permitido localizar la zona exacta
del inicio de los tibulos rectos, ya que en ella aparecen células claramente positivas a
este filamento intermedio, mientras que en la zona anterior, integrada linicamente por

células de Sertoli, no presentd ninguna inmunotincion.

Otro hecho destacable que hemos encontrado durante esta fase es el gran
desarrollo del intersticio. Wrobel y col. (1988), sefialan que, en bodvidos recién
nacidos, el intersticio supone un 50% de todo el tejido testicular, mientras que a las 30
semanas se ha reducido hasta un 20% aproximadamente.

En nuestro estudio histoldgico comprobamos que el principal elemento
intersticial son las células de Leydig poligonales de niicleo redondo y excéntrico, que
tienden a organizarse en grupos de forma y nimero de elementos variable, dependiendo
de su localizacién: asi, los grupos localizados entre los tibulos son de forma triangular
y contienen un menor numero de elementos celulares, los localizados debajo de la

tunica albuginea son alargados, y los localizados en el mediastinico son mds amplios
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y de forma irregular. Estos resuitados coinciden con los obtenidos por Wrobel y Hees
(1987) también en testiculo de gato pero de animal adulto. A las células de Leydig
localizadas debajo de la tinica albuginea y en el mediastino testicular las denominan
"células de Leydig heterotdpicas”, y consideran ademds que las tltimas suponen un
aporte importante de androgenos para la cabeza del epididimo.

Ultraestructuralmente las células de Leydig se caracterizaron por el gran
desarrollo del REL, la presencia de numerosas mitocondrias y de algunas gotas
lipidicas. Células con iguales caracteristicas fueron observadas por van Vorstenbosh y
col. (1984a) en testiculo de cerdo durante el periodo fetal tardfo y postnatal temprano,
Estos autores las identifican como células de Leydig fetales, muy activas durante este
periodo. En cerdos, la esteroidogénesis empieza a los 30-35 dias postfecundacion, y
coincide con una gran diferenciacién de las células de Leydig, las cuales contienen
abundante REL (Waites y col., 1985).

En testiculo humano, las células de Leydig fetales se diferencian alrededor de
la octava semana de gestacion, y sus precursores son células mesenquimatosas
indiferenciadas {Gondos, 1977). Su diferenctacion es atribuida al estimulo que supone
la sintesis por parte de la placenta de gonadotropina coriénica humana (hCG), que
actda sobre receptores de membrana existentes en las células de Leydig. Valores altos
de hCG son hallados desde la 8 a la 17 semana de gestacion.

Otro hallazgo ultraestructural interesante que hemos encontrado en las células
de Leydig fetales es la presencia de una membrana basal alrededor de los grupos de
células de Leydig. Esta estructura ha sido descrita anteriormente en el perro (Connell
y Christensen, 1975), asi como en el hombre y en la rata (Kuopio y col., 1989).

Codesal y col. (1990), en un estudio en testiculo humano, comprueban que la
mayoria de las células de Leydig fetales, desde la 13? semana de gestacién hasta el
8° mes tras el nacimiento, son positivas al método PAP anti-testosterona, demostrando
asi la alta actividad secretora de estas células durante ese periodo, fenémeno que
también nosotros hemos podido comprobar, utilizando Ja misma técnica en testiculo de
gato, durante la fase perinatal.

Respecto a otros resultados inmunohistoquimicos obtenidos en el intersticio,

destacamos Ja inmunotincidn que presentaron la mayoria de las células de Leydig
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fetales frente al filamento intermedio vimentina, hecho que ya ha sido sefalado en
diferentes especies por otros autores (Franke y col.,1978; Miettinen y col., 1985), y
la positividad evidente pero discontinua frente al coldgeno tipo IV y laminina, detectada
en la membrana basal existente alrededor de los grupos de células de Leydig. La
laminina juega un papel importante en los procesos de adhesidn celular, morfogénesis
y migracién celular, mientras que el coldgeno tipo IV actia como "columna vertebral®
de las membranas basales (DeLellis, 1988). Kuopio y col. (1989), observan grupos de
células de Leydig rodeados por una membrana basal, positiva en toda su extensién a
laminina y a coldgeno tipo IV; estos autores destacan sobre todo el papel que
desempefia la laminina en los procesos de diferenciacién que sufren las células de

Leydig hasta su maduracién.

En la cdpsula albuginea, durante la fase perinatal, hemos diferenciado
histolégicamente dos zonas: una zona externa integrada por un tejido conjuntivo mds
laxo con fibroblastos de morfologia entre ovoidea y estrellada, y una zona interna
donde el tejido conjuntivo es mas denso, con fibroblastos mds alargados, y en la que
se localiza la mayoria de los vasos. A esta zona rica en vasos se le denomina tinica
vascular; en perros y 6vidos tiene una localizacién superficial, mientras que en cerdos
y équidos aparece, como en nuestro caso, en la zona mds interna de la cdpsula (Banks,
1993).

La presencia de células contrictiles en la cdpsula testicular, ha sido descrita en
conejo (Holstein, 1967) y en rata, perro y gato (Leeson y Cookson, 1974). La funcién
de estos elementos estd relacionada con el mantenimiento de una correcta presion
dentro del testiculo, necesaria para regular el movimiento de fiuidos (Setchell, 1978).
Leeson (1975), en la cdpsula testicular de rata, observa células musculares lisas
inmediatamente después del nacimiento, y Leeson y Forman (1981}, en testiculo de
conejo, encuentran que algunas células musculares lisas empiezan a diferenciarse, en
animales de 5 dias de edad. En nuestro caso, no hemos podido evidenciar
ultraestructuralmente durante esta fase fibras musculares lisas, y al realizar la técnica
del PAP anti-desmina no hemos encontrado ningin elemento positivo a este filamento

intermedio, presente en el citoplasma de células de naturaleza muscular.

148



Discusién

Durante el periodo infantil, hemos observado que el parénquima testicular

queda organizado en lobulillos testiculares mediante el desarrollo de tabiques de tejido
conjuntivo incompletos, que penetran desde la cépsula hacia el interior del 6rgano. Una
organizaciéon andloga ha sido descrita en el testiculo equino a partir de la fase

prepuberal tardfa (Flores y col. 1989).

Los tibulos seminiferos siguen careciendo de luz, su didmetro ha disminuido
y su elemento principal continda siendo la célula de Sertoli, la cual aparece en menor
nimero y con el nicleo en posicién basal, por lo que se pierde en parte la
pseudoestratificacén tipica de la fase anterior. Un descenso progresivo del nimero de
células de Sertoli por tibulo seminifero es también observado por Nistal y col.(1982)
en testiculo humano, desde el nacimiento hasta el comienzo de la pubertad,
coincidiendo con una disminucién del didmetro tubular. Estos mismos autores
encuentran, sin embargo, que el nimero total de células de Sertoli por testiculo se
mantiene constante durante este periodo, hecho que es debido a que se produce
simultdneamente un aumento en el nimero de tibulos seminiferos por unidad de drea.

Pocas diferencias ultraestructurales hemos observado en las células de Sertoli,
con respecto al periodo anterior. El nicleo tiene un contorno algo mds irregular, y en
el citoplasma se sigue observando, principalmente, RER, mitocondrias y extensas
interdigitaciones entre las células de Sertoli vecinas; Nistal y Paniagua (1983), sefialan
la importancia de estas interdigitaciones y su presencia la relacionan con un mecanismo
que facilitarfa la redistribucion de las células de Sertoli desde una disposicién
pseudoestratificada a una organizacion simple. Por lo demds, coincidimos con otros
autores que indican que las células de Sertoli desde el nacimiento hasta el comienzo de
la pubertad sufren pocos cambios (Flickinger, 1967; Nistal y Paniagua, 1983; Sinowatz
y Amselgruber, 1986).

El nimero de células germinales en este periodo infantil, es todavia escaso y
entre ellas diferenciamos las dos variedades de espermatogonias tipo A, que son las
mds numerosas, asi como espermatogonias fetales y células germinales degeneradas que
aparecen en menor nimero con respecto a la fase anterior. Nuestros resultados

coinciden en parte con los obtenidos por Paniagua y Nistal (1984), que observan
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espermatogonias fetales durante toda la infancia y espermatogonias degeneradas, desde
el nacimiento hasta la pubertad.

Durante este periodo, se continijan observando mitosis entre las células de los
tibulos seminiferos, las cuales consideramos que se producen entre las células
germinales, ya que el nimero de células de Sertoli ha descendido con respecto al
periodo anterior, mientras que el nimero de células germinales se mantiene mds o
menos constante. En la mayoria de las especies, las mitosis entre las células de Sertoli
cesan tras el nacimiento (Nistal y col., 1982; Bortolussi y col. 1990). Sélo en bévidos
(Sinowazt y Amselgruber, 1986), se describe un aumento en el nimero de células de
Sertoli durante la etapa infantil, coincidiendo ademds con un incremento del didmetro
tubular.

Las modificaciones que sufre la ldmina propia de los tibulos seminiferos tras
el nacimiento, han sido estudiadas en diversas especies, comprobiandose que éstas no
siguen un patrén determinado. Asi, en évidos, el grosor de la membrana basal aumenta
tras el nacimiento, a la vez que el nimero de capas de células peritubulares disminuye
a 2 6 3 (Bustos-Obregén y Courot, 1974). En testiculo humano la membrana basal
adquiere una estructura multilaminar, a la vez que se incrementa el nimero de capas
de células peritubulares (Nistal y col. 1983), mientras que en bdvidos, pasa de estar
integrada por una membrana basal de 2 um de espesor con 1 6 2 capas de células
peritubulares a medir 3 um y presentar alrededor 3 capas de células peritubulares, en
animales de 16 semanas de edad (Wrobel y col. 1988).

En nuestro caso, hemos observado que la membrana basal presenta €l mismo
grosor con respecto al periodo anterior, y el niimero de capas de células peritubulares
se reduce a una o dos.

El proceso de maduracién de las células peritubulares hacia células
mioides se produce, en la mayoria de las especies, en fases tempranas del desarrollo
testicular. Este hecho se caracteriza por la adquisicién de miofilamentos, la presencia
de microtdbulos y la aparicion de cuerpos densos o de placas de unién, asi como de
vesiculas de micropinocitosis y de una membrana basal rodeando a la célula (Leeson
y Forman, 1981; Paniagua, 1993). En 6vidos, estas células se diferencian en la primera

semana tras el nacimiento (Bustos-Obregon y Courot, 1974), mientras que en bdovidos
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se observan en animales de 8 semanas de edad (Wrobel y col., 1988). En nuestro
estudio hemos comprobado que la maduracion de estas células, en el testiculo de gato,
sigue un patron diferente al descrito por los autores anteriormente citados; asi,
ultraestructuralmente, no encontramos miofilamentos, vesiculas de micropinocitosis o
membrana basal, por lo que consideramos que durante este periodo infantil estas
células no han madurado atin y por tanto carecen de la ultraestructura descrita para las

células mioides adultas.

En esta fase infantil, desde €l punto de vista inmunohistoquimico, y a diferencia
de los resultados obtenidos en los tibulos seminiferos durante el periodo perinatal,
hemos encontrado, al igual que Franke y col. (1979) y Virtanen y col. (1986),
positividad en las células de Sertoli frente a la vimentina. Para estos autores la
presencia de este filamento intermedio es indicativo del origen mesenquimatoso de estas
células y sefialan su importancia en el mantenimiento de la complicada arquitectura
celular. Chevalier y Dufaure (1982) sefialan que el citoesqueleto de las células de

Sertoli se organiza durante la etapa prepuberal.

En cuanto a los resultados obtenidos en la organizacidn de los tibulos rectos y
red testicular durante esta fase infantil, cabe destacar la presencia de los segmentos
iniciales de los tibulos rectos, en el del tejido conjuntivo de los septos interlobulillares
proximos al mediastino testicular; Viotto y col. (1993) a esta parte la denominan red
testicular septal, que se continia con la red mediastinica y posteriormente con la
albuginea, claramente identificadas también en nuestro estudio.

Por otro lado el estudio histégico de estas estructuras nos muestra la presencia
de luces, tanto en los tibulos rectos como en la red testicular, resultados que no
coinciden con los de Dym (1976), el cual indica que una de las principales
caracteristicas de la red testicular en bévidos prepuberales es la ausencia de luz.

Los resultados inmunohistoquimicos nos mostraron, al igual que en la fase
anterior, la clara positividad de las células epiteliales de los tiibulos rectos y red

testicular, a las citoqueratinas de amplio espectro y a la vimentina, resultados que como
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ya hemos indicado anteriormente coinciden con los obtenidos por Dinges y col. (1991)

en testiculo humano durante la fase infantil.

Para nosotros los cambios mds drasticos que sufre el testiculo durante esta fase
infantil estdn localizados principalmente en el intersticio, el cual aparece disminuido
cuantitativamente. Estos resultados obtenidos coinciden con los expresados por la
mayoria de los autores, ya que tras el nacimiento se produce una dréstica regresién de
las células de Leydig fetales (van Vorstenbosch y col., 1984a; Nistal y col., 1986,
Flores y col., 1989b; Kuopio y col., 1989; Codesal y col., 1990).

Durante esta fase hemos pedido identificar dos tipos de células de Leydig: las
fetales en vias de degeneracion, que aparecen organizadas en grupos, y las infantiles,
localizadas alrededor de los tibulos seminiferos. Las primeras son,
ultraestructuralmente, similares a las células de Leydig fetales, pero aparecen en menor
niimero y muestran signos evidentes de degeneracion, presentando un niicleo de forma
irregular y heterocromdtico, dilatacién del REL y mitocondrias de matriz electrodensas.
El segundo tipo de células que por su morfologia se podrian identificar como células
fibrobldsticas, presentan muchas organelas en comiin con las células de Leydig, pero
menos desarrolladas: REL, mitocondrias, gotas lipidicas, etc...

Resultados andlogos a los nuestros han sido encontrados por Nistal y col.
(1986) durante la etapa infantil humana y Flores y col. (1989b) en testiculo equino
durante la fase prepuberal. Ambos grupos de investigadores observan células de
Leydig fetales en vias de degeneracién, y células de Leydig infantiles o células pre-
Leydig con una morfologia similar a las células de Leydig infantiles observadas por
nosotros. En testiculo humano estas iltimas se observan desde el nacimiento y su
nimero desciende a partir de los 8 afos de edad (Nistal y col. 1986). La
transformacién de células mesenquimatosas hacia nuevas células de Leydig, y la
degeneracién de células de Leydig fetales, se produce de manera simultinea (Wrobel
y col. 1988). A estas células de Leydig inmaduras se las consideran progenitoras de

la pobiacién adulta (Prince, 1984).
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El estudio inmunochistoquimico con suero anti-testosterona nos ha mostrado la
escasa actividad de las células de Leydig durante el periodo infantil. Resultados
andlogos han encontrado Nistal y col. (1986) en testiculo humano, y Flores y col.
(1989b) en testiculo equino. Codesal y col. (1990) basdndose en resultados
inmunohistoquimicos similares a los nuestros, junto al hecho de que el ndimero de
células de Leydig infantiles aumenta a la vez que el nimero de células de Leydig
fetales disminuye, llegan a la conclusién de que estas wltimas células pueden sufrir dos
tipos de procesos: algunas degeneran mientras que otras se diferencian hacia células de
Leydig infantiles.

Otro resultado inmunohistoquimico interesante que obtuvimos fue la escasa
positividad de las células de Leydig fetales e infantiles frente al filamento intermedio
vimentina. Este hallazgo estd en desacuerdo con los resultados obtenidos por van
Vorstenbosch y col. (1984) en testiculo de cerdo, los cuales encuentran una evidente
positividad frente a este filamento intermedio en células de Leydig en estado de
regresién, y relacionan su presencia con los cambios degenerativos que sufren estas
células tras el nacimiento.

El estudio de la membrana basal existente alrededor de los grupos de células de
Leydig fetales nos muestra resultados andlogos a los observados en el periodo anterior,
es decir, una positividad evidente pero discontinua frente a laminina y al coldgeno IV,
Estos hallazgos coinciden sélo en parte con los encontrados por Kuopio y col. (1989)
en testiculo de rata, ya que ellos ademds de evidenciar positividad en la membrana
basal existente alrededor de los grupos de células de Leydig, también detectan reaccion
alrededor de las células de Leydig infantiles, hecho que nosotros no hemos podido
constatar,

La cdpsula albuginea, durante esta fase infantil, no ha presentado modificaciones
importantes con respecto al periodo anterior. Seguimos sin observar células de
naturaleza muscular, que como ya hemos sefialado anteriormente estdn descritas en la

cdpsula del testiculo de rata (Leeson, 1975) y en la de conejo (Leeson y Forman, 1981)
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Los resultados obtenidos en testiculos de gatos pertenecientes a la fase puberal
mostraron diferencias muy marcadas con respecto al periodo anterior, encontrando
ademds que algunas de las estructuras estudiadas presentaron ya caracteristicas tipicas
del animal adulto. Uno de los hallazgos mds caracteristicos fue el predominio de los
tibulos sobre el intersticio, hecho que no aparece en fases anteriores y que ha sido
descrito en testiculo equino durante ¢l periodo prepuberal (Flores y col. 1989a).

El comienzo de la pubertad viene marcado por un aumento en ¢! didmetro de
los tibulos seminiferos como consecuencia del desarrollo del epitelio germinal (Nistal
y Paniagua, 1983). Nosotros hemos observade que en esta fase la mayoria de los
tibulos seminiferos han experimentado un aumento en el didmetro tubular, presentan
luces y su pared estd tapizada por células de Sertoli y varias capas de células
pertenecientes a la linea germinal. Sinowatz y Amselgruber (1986) relacionan la
aparicién de luz en el interior de los tibulos con un incremento de la secrecion de
fluidos por parte de las células de Sertoli y con la degeneracién de células germinales.

El estudio ultraestructural de las células de Sertoli nos muestra que éstas han
sufrido cambios muy significativos en el proceso de maduracidén. Uno de los mds
llamativos lo hemos encontrado en el nicleo, €l cual aparece muy eucromaitico,
presenta un nucleolo muy desarrollado y tiene una profunda invaginacién en la
membrana nuclear. Estos resultados coinciden con los obtenidos en las células de
Sertoli adultas de la mayoria de los mamiferos estudiados (Nistal y Paniagua, 1983;
Sinowatz y Amselgruber, 1988; Flores y col. 1989a). Sin embargo no hemos hallado
un nucleolo vesicular como aparece descrito en bévidos (Sinowatz y Amselgruber,
1986), ni cuerpos satélites heterocromdticos que si son observados en roedores
(Flickinger, 1967). Nistal y Paniagua (1983) relacionan el patrén eucromdtico del
nicleo y el desarrollo del nucleolo con un aumento en la actividad de la célula de
Sertoli, que coincide con el inicio de la espermatogénesis, y el contorno irregular con
un mayor intercambio entre el citoplasma y el nucleoplasma.

La célula de Sertoli se extiende desde la membrana basal hasta la luz del tibulo
seminifero, siendo su contorno poco definido, ya que sus prolongaciones
citoplasmdticas estdn rodeando a las células germinales. En el citoplasma de estas

células hemos observado un REL muy desarrollado, un aparato de Golgi, numerosas
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mitocondrias y escasa cantidad de RER. Estos resultados son andlogos a los hallados
en las células de Sertoli de otras especies estudiadas (Flickinger, 1967; Nistal y
Paniagua, 1983; Sinowatz y Amselgruber, 1986; Ekstedt y col., 1986). La presencia
de estas organelas se ha relacionado con la produccidn o transformacidn de hormonas
que crearfan un medio con una alta concentracion de andrégenos, necesario para el
proceso de transformacidn de las células germinales, con la secrecion de un fluido rico
en iones (Sinowtaz y Amselgruber, 1988) y con la sintesis de proteinas como la ABP
(proteina ligadora de andrégenos), plasmindgeno y transferrina (Waites y col. 1985).

Las uniones entre las células de Sertoli adultas han sido descritas en numerosas
especies. Consisten en uniones tipo ocluyentes que presentan asociadas microfilamentos
y cisternas de RE en disposicién paralela (Dym, 1973; Nagano y Suzuki, 1976;
Russell, 1979). Estas estructuras son la base de la barrera hematotesticular, que en
ratén queda establecida en animales de 16 dfas de edad (Nagano y Suzuki, 1976), en
testiculo humano se puede comenzar a observar a partir de los 8 afios (Nistal y col.,
1983), en bévidos es funcional en animales de 24 semanas de vida (Sinowatz y
Amselgruber, 1986) y en équidos es patente entre los 16 y 18 meses (Flores y col.
1989a).

En nuestro estudio hemos encontrado que, durante la fase puberal, este tipo de
estructura solo aparece entre las células de Sertoli localizadas en aqueltlos tibulos que
presentan luz y que ademds poseen varios tipos de células germinales en diferentes de
grados de maduracion. La mayoria de los autores reconocen la gran influencia que
tiene la formacion de la barrera hematotesticular en el incio de la espermatogénesis
(Dym, 1973; Russell, 1979; Sinowatz y Amselgruber, 1986). Russsell y col. (1989)
relacionan también este hecho con la aparicién de luces en el interior de los tibulos.

En las células de Sertoli también hemos observado uniones tipo desmosémicas
con las células del epitelio germinal. Este tipo de unién ya ha sido descrita
anteriormente por Russell (1979), que sefiala su importancia en la orientacion y fijacién
de las células germinales a las células de Sertoli, evitando asi su prematura liberacién
hacia la luz tubuiar.

Como ya hemos indicado, en algunos tibulos, durante esta fase puberal,

aparecen varios tipos de células germinales en diferentes grados de maduracion, aunque
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la espermatogénesis no estd totalmente establecida. Entre las células germinales hemos
encontrado dos variedades de espermatogonias tipo A, espermatogonias tipo B,
espermatocitos primarios en diferentes fases de divisién meidtica, un escaso nimero
de espermatocitos secundario y algunas espermdtidas redondas. Las espermatogonias
tfipo B aparecen por primera vez en esta fase y se caracterizan por ser células de menor
tamaifio, tener un nucleo totalmente esférico y estar algo mds alejadas de 1a membrana
basal del nibulo.

Estos resultados son andlogos a los obtenidos por Foote y col. (1972) en
testiculo de perro, donde describe dos variedades de espermatogonias tipo A y una
variedad de espermatogonia tipo B, y a los hallados por Pier (1985) en testiculo de
gato, aunque en este caso la nomenclatura utilizada por este autor varfa algo con
respecto a la nuestra, ya que habla de espermatogonias tipo A, espermatogonias In
(intermedias) y espermatogonias tipo B.

En otras especies sin embargo los resultados difieren algo de los nuestros. Asi
en testiculo humano se describen 4 variedades de espermatogonias tipo A y una de
espermatogonia tipo B (Paniagua y col. 1987}, mientras que en bévidos, se diferencian
tres variedades de espermatogonias tipo A, espermatogonias intermedias vy
espermatogonias tipo B (Ekstedt y col. 1986).

En testiculo humano las espermatogonias tipo B aparecen por primera vez en
testiculos infantiles pero en nimero muy escaso, mientras que los espermatocitos
primarios se observan a partir de los 8 ¢ 10 afios de edad (Paniagua y Nistal, 1984).
En nuestro caso hemos encontrado que, durante la fase puberal, existen
espermatogonias tipo B en un alto porcentaje de tibulos seminiferos, mientras que ios
espermatocitos primarios sélo han sido observados en aquellos tiibulos que presentaron
luces.

La distribucién de los espermatocitos primarios dentro de los tibulos
seminiferos presenta una organizacion similar a la descrita por Russell (1977b) en
testiculo de rata. Hemos observado que los espermatocitos en preleptotene se localizan
en el compartimiento basal del tibulo seminifero, es decir, por debajo de las uniones
que integran la barrera hematotesticular, los espermatocitos en leptotene ocupan un

compartimiento intermedio, mientras que el resto de los espermatocitos primarios se
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localizan en el compartimiento luminal, es decir, por encima de la barrera
hematotesticular.

Coincidimos con la mayorfa de los autores {Clermont, 1963; Swierstra, 1968;
Foote y col., 1972; Pier, 1985; Ekstedt y col., 1986; Paniagua y col., 1987) en que
los espermatocitos secundarios son muy dificiles de observar, ya que rapidamente

sufren una segunda divisién meidtica y se transforman en espermadtidas.

En cuanto 2 Ja ldmina propia de los tuibulos seminiferos, durante esta fase
puberal adquiere una organizacién definitiva e tdéntica a la que presentard en el animal
aduito. Aparece integrada por una membrana basal simple y alrededor de ella se
dispone una sola capa de células peritubulares mioides. Esta organizacion es similar a
la que presenta el testiculo equino en la fase adulta (Flores y col. 1989a) y diferente
a la que existe en 6vidos (Bustos-Obregon y Courot, 1974), en bdvidos (Wrobel y col.
1979) y en humana (Nistal y Paniagua, 1983), las cuales se caracterizan por tener una
membrana basal de apariencia multilaminar, y de tres a cinco capas concéntricas de

células peritubulares.

Con respecto a los resultados inmunohistoquimicos de los tibulos seminiferos
durante esta fase puberal, algunos de los obtenidos fueron diferentes a los descritos en
fases anteriores. Asf frente a la vimentina encontramos una intensa inmunotincién en
las células de Sertoli localizada principalmente alrededor del micleo y en la periferia
celular. Como ya hemos indicado anteriormente, Franke y col. (1979) consideran a este
filamento tipico de la célula de Sertoli adulta, y de vital importancia en el
mantenimiento de la complicada arquitectura de estas células. En la membrana basal
que existe alrededor de los tubulos seminiferos observamos una positividad media
frente a la laminina y al coldgeno tipo IV, ambos constituyentes esenciales de las
membranas basales (DeLellis, 1988).

Uno de los resultados inmunohistoquimicos mds interesantes que hemos
encontrado es la reaccion, por primera vez a lo largo de nuestro estudio, de las células
peritubulares frente a la desmina y a la vimentina, aunque de manera débil. La desmina

es considerada como un marcador especifico de células mioides (Virtanen y col., 1986;
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Anthony y Skinner, 1989), y su presencia estd descrita en testiculo adulto humano y
de rata (Virtanen y col., 1986; Anthony y Skinner, 1989). Los resultados obtenidos en
estas células nos hace considerar el hecho de que las células peritubulares mioides del
testiculo de gato presentan algunas caracteristicas diferenciales con respecto a otras
especies. Nosotros hemos detectado la desmina por primera vez y de manera muy
débil, en la fase puberal, mientras que en ratas este filamento estd ya presente en
animales recién nacidos y se expresa de manera muy evidente en los adultos (Virtanen
y col., 1986). Esto nos lleva a concluir que las células peritubulares mioides adultas
del testiculo de gato presentan desmina, pero en muy pequefa cantidad, o que dificulta

su inmunotincion.

En la zona de unién entre los tibulos seminiferos y tdbulos rectos, hemos
podido diferenciar dos zonas, al igual que Wrobel y col.(1986) en testiculo bovino de
20 a 25 semanas de edad: un segmento inicial que presenta luz y estd integrado por
células de Sertoli formando una sola capa, y otro segmento sin luz integrado también
solo por células de Sertoli dispuestas en varias capas y que hacen protusion hacia el
interior de la parte inicial de los tubulos rectos.

La red testicular presenta en esta fase una organizacion similar a la descrita por
Viotto y col. (1993) en gato adulto. Se caracteriza por la presencia de tres partes
diferentes:; septal, mediastinica y albuginea, de las cuales la mds desarrollada es la
parte medistinica, que consiste en una red de canales de luces amplias
intercomunicados entre sf y dispuesto a lo largo de todo el mediastino testicular.
Ultraestructuralmente las células epiteliales de la red testicular han presentado
caracteristicas similares en los tres segmentos. Destacamos la presencia de complejos
de unidén entre células adyacentes y la existencia de microvellosidades, estructuras
también observadas por Wrobel y col. (1986) en testiculo bovino.

Con respecto a la presencia de filamentos intermedios en las células epiteliales
de los tibulos rectos y red testicular, estamos de acuerdo con los resultados obtenidos
por Dinges y col. (1991), que sefialan a las citoqueratinas y vimentinas como

filamentos intermedios tipicos de las células de estas estructuras. Sin embargo
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queremos indicar que, aunque estos filamentos se expresan en fases anteriores, su

positividad es mds intensa en ¢l periodo puberal.

Durante esta fase puberal, el intersticio sigue siendo escaso, aunque hemos
encontrado algunas diferencias significativas con respecto al periodo anterior. Las
células mds numerosas son las células de Leydig poligonales, que como ya hemos
indicado en fases anteriores, se encuentran reunidas formando grupos localizados entre
los tibulos seminiferos, en el mediastino testicular y debajo de la ninica albuginea,
organizacion idéntica a la descrita por Wrobel y Hees (1990) también en testiculo
felino.

Ultraestructuralmente estas células presentan caracteristicas andlogas a las
células de Leydig adultas descritas en otras especies animales : un nicleo redondo y
eucromdtico, un REL muy desarrollado, numerosas mitocondrias con crestas tubulares
y vacuolas de grasa (Belt y Cavazos, 1967, Nistal y col., 1986; Lunstra y col., 1986;
Flores y col., 1989). Todas estas organelas son indicativas de la capacidad que tienen
estas células para la sintesis de hormonas esteroideas (Lunstra y col., 1986).

También queremos destacar la presencia entre las células de Leydig adyacentes
de complejos de unién. Esta caracteristica, también ha sido observada por Wrobel y
col. (1986) en testiculo bovino, los cuales indican, que las células de Leydig proximas
a los vasos reciben sefiales gonadotrdpicas y producen pequeiias moléculas mensajeras,
capaces de pasar a través de los complejos de unidn a células mds distantantes de ios
vasos. En definitiva, estas estructuras modularian la produccidon de andrégenos
testiculares. Sin embargo, también hemos encontrado que existen algunas caracteristicas
diferenciales con las células de Leydig de bovidos, donde se observan ademds un RER
muy desarroliado (Wrobel y col., 1981).

Otro hallazgo ultraestructural interesante, que queremos destacar, es que la
membrana basal observada alrededor de los grupos de células de Leydig en fases
anteriores, apenas es evidente durante este periodo.

Por otro lado es llamativo el descenso que se produce en el nimero de células
de Leydig infantiles, con respecto al periodo anterior. Estos resultados son andlogos

a los encontrados por Nistal y col. (1986) en testiculo humano, donde describen cémo
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a partir de los 8 aflos de edad aparecen células de Leydig adultas cuyo niimero va
aumentando gradualmente, a la vez que va disminuyendo el niimero de células de
Leydig infantiles.

La mayoria de los autores estdn de acuerdo en que las células de Leydig
infantiles desaparecen durante la pubertad, a la vez que las células de Leydig adultas
se diferencian a partir de fibroblastos intersticiales o células mesenquimatosas (Lunstra
y col., 1986; Nistal y col., 1986; Kuopio y col., 1989).

En el estudio inmunohistoquimico del intersticio durante esta fase puberal, cabe
destacar la intensa reaccion que han presentado las células de Leydig adultas frente al
suero anti-testosterona, terminando de verificar asi la alta capacidad de estas células
para la secrecion de hormonas esteroideas. Estos hallazgos coinciden con los
encontrados en el testiculo humano (Nistal y col., 1986) y en testiculo equino (Flores
y col., 1989b) durante la fase puberal.

Estamos de acuerdo con Lunstra y col. (1986) que sefialan que el comienzo de
la pubertad estd intimamente relacionado con los cambios que se observan
ultraestructuralmente en las células de Leydig y la capacidad que adquieren estas
células para la produccién de hormonas. A su vez, estos fenémenos coinciden con un
aumento en el didmetro de los tibulos seminiferos y con la proliferacién de las células
germinales (van Straaten y Wensing, 1978).

También son interesantes los resultados inmunohistoquimicos que hemos
obtenido airededor de los grupos de células de Leydig, donde hemos encontrado una
positividad muy débil frente a laminina y al coldgeno tipo IV. Estos resultados son
similares a los descritos por Kuopio y col. (1989) en testicuio de rata. Para estos
autores, la diferente positividad detectada en la membrana basal de las células de
Leydig fetales y en las células de Leydig adultas frente a laminina y al coldgeno IV,
confirman el concepto de que se trata de dos poblaciones de células de Leydig

diferentes.

Los resuitados obtenidos en la cédpsula durante esta etapa puberal nos muestran

que ya no existe una diferencia tan marcada entre la superficie interna y externa, como
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aparecia en fases previas. Como ya hemos indicado anteriormente, la localizacién de

la tinica vascular es interna, al igual que la de cerdos y la de équidos (Banks, 1993).

En la fase adulta hemos incluido testiculos de animales a partir de los 8-9
meses de edad, los cuales han presentado como caracteristicas comunes, la presencia
de tibulos seminiferos con luces amplias y ¢l establecimiento completo de la
espermatogénesis. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Kirkpatrick (1985)
que indican la presencia de espermatozoides en gatos a partir de los 8 meses de edad.

Entre las células de los tiibulos seminiferos hemos podido diferenciar todos los
elementos pertenecientes a la linea germinal: espermatogonias tipo A, espermatogonias
tipo B, espermatocitos primarios en diferentes fases de division meidtica,
espermatocitos secundarios, espermdtidas redondas y alargadas, y espermatozoides
desprendidos en la luz tubular.

El estudio de los tubulos seminiferos en diferentes cortes histoldgicos, nos ha
permitido comprobar como éstos varian de aspecto a causa de las diferentes
asociaciones celulares que contienen. Estos estados o asoctaciones en los que se divide
el ciclo del epitelio seminifero han sido estudiados en la mayoria de los mamiferos
empleando diferentes criterios.

Para nuestro estudio hemos utilizado el criterio empleado por Clermont (1963)
y Swierstra (1968), basado en la morfologia y localizacién de las células germinales,
y asi hemos podido diferenciar 8 estadios o asociaciones. Como punto de partida del
inicio del ciclo del epitelio seminifero, hemos tomado de referencia la aparicién de una
nueva generacion de espermdtidas redondas y la ausencia de espermatozoides
(Swierstra, 1968; Foote y col., 1976).

Nuestros resultados son similares a los descritos en cerdo (Swierstra, 1968) y
en perros (Foote y col., 1972), aunque presentando algunas diferencias: en ambas
especies las espermatogonias tipo B aparecen a partir del estadio VI, mientras que en
nuestro caso las hemos observado a partir del VII.

Nuestra descripcién difiere también en parte, con la realizada por Pier (1985)
en testiculo de gato. Este autor, aunque sefiala la existencia de 8 asociaciones en el

ciclo del epitelio seminifero del gato, observa las espermatogonias tipo B en los
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estadios III y IV. Pensamos que estas diferencias son ldgicas, ya que el criterio
utilizado por Pier (1985) es el empleado por Leblond y Clermont (1952) basado en las
diferentes fases del desarrollo del acrosoma de la espermadtida.

Queremos asi mismo indicar que, aunque nuestros resultados difieren de los
obtenidos en testiculo humano donde se describen 6 asociaciones celulares (Clermont,
1963), encontramos también algiin punto en comin, puesto que hemos observado que
en algunos tibulos seminiferos pueden coexistir mds de una asociacién celular,

En el estudio ultraestructural de los tibulos seminiferos durante esta fase adulta
destacamos el total establecimiento de la barrera hematotesticular, que divide a los
tibulos en dos compartimientos: basal y adluminal. Cualquier alteracion que afecte a
la integridad de esta estructura originaria graves alteraciones en el microambiente
creado en el tibulo seminifero, quedando seriamente dafiada la espermatogénesis
(Ekstedt y col., 1986).

En el citoplasma de las células de Sertoli hemos observado acimulos de REL
en aquellas zonas préximas a las espermdtidas. Estas estructuras también han sido
descritas en los testiculos bovinos (Sinowatz y Amselgruber, 1988) y en humanos
(Nistal y col., 1986).

Dentro de los tibulos seminiferos, entre las espermatidas que se hallan en
idéntica fase de desarrollo, hemos hallado puentes intracitoplasmdticos. Para Dym y
Fawcett (1970), esto es indicativo del origen comiin de estas células a partir de la
misma espermatogonia.

Los resultados inmunchistoquimicos, obtenidos en el tibulo seminifero en esta
fase, no han mostrado diferencias significativas con respecto al periodo puberal.
Encontramos una inmunotincion intensa en las células de Sertoli frente al filamento
intermedio vimentina, localizada principalmente alrededor del micleo y en la periferia
del citoplasma. Como ya hemos comentado, estos resultados son andlogos a los
obtenidos por Franke y col. (1979) en testiculo de rata adulta.

También observamos una positividad fuerte alrededor de los tibulos seminiferos
frente al coldgeno tipo IV y laminina, marcadores ambos especificos de membranas
basales (DeLellis, 1988).
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El estudio ultraestructural e inmunocitoquimico de las células peritubulares
mioides no ha reportado nada nuevo con respecto a la fase anterior, por lo que
queremos recalcar lo ya sefialado previamente, y es que las células mioides del testiculo
de gato presentan escasa cantidad de desmina en comparacidn con las de otras especies,

como pueden ser las células mioides de la rata o las del hombre (Virtanen y col.,

1986).

En esta fase adulta, en 1a zona de unién entre los tiibulos seminiferos y los
tibulos rectos hemos observado tres zonas bien definidas: una regién de transicién
donde se observa como existe una pérdida gradual de los elementos germinales, una
region intermedia integrada sélo por células de Sertoli dispuestas en una capa, y una
region terminal que no presenta luz, donde existen varias capas de células de Sertoli,
y que se introduce en la parte inicial de los tibulos rectos. Estos resultados son
andlogos a los hallados por Wrobel y col. (1986) en testiculo bovino, y por Viotto y
col. (1993) en testiculo felino.

Uno de los resultados, que queremos destacar, es que €l proceso de maduracién
que sufre la zona de union entre los tibulos seminiferos y tubulos rectos, se produce
en tres fases, y es similar al descrito por Wrobel y col. (1986) en testiculo de bdvidos.
Durante la fase perinatal e infantil existe una transicion brusca entre tibulos
seminiferos y tibulos rectos; en la fase puberal aparecen dos regiones bién definidas:
una region donde existe una disminucién del didmetro del tibulo y que estd libre de
células germinales, y una segunda regioén integrada por células de Sertoh dispuestas en
varias capas y que hace protusién hacia el interior del tibulo recto; en la fase adulta
encontramos que esta zona queda integrada por las tres regiones que hemos descrito
anteriormente.

Encontramos que el resto de las estructuras que integran la red testicular,
presentan caracteristicas histoldgicas y ultraestructurales similares a las descritas por
Dym (1976) en varios mamiferos, y por Viotto y col. (1993) en gato.

En cuanto a los hallazgos inmunohistoquimicos obtenidos en los tibulos rectos

y red testicular, queremos indicar la intensa reaccidn que mostraron las células
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epiteliales frente a las citoqueratinas de amplio espectro, resultados que, coinciden con
los obtenidos en testiculo humano adulto por Achtstitter y col. (1985).

A lo largo de nuestras investigaciones hemos podido comprobar, la positividad
de las células epiteliales de los tiibulos rectos y red testicular frente a las citoqueratinas
de amplio espectro y a la vimentina, en las cuatro fases estudiadas. Sin embargo
queremos destacar que, aunque la presencia de estos filamentos ha sido evidente desde
la fase neonatal, esta positividad ha sido mds marcada en las fases puberal y adulta.
Estos resultados nos sugieren que, en el proceso de maduracion de las células
epiteliales de estas estructuras, se produce un aumento progresivo del nimero de
filamentos intermedios.

Otro hecho que nos gustaria resaltar es que el patrén de distribucion de estos
filamentos ha sido diferente segtin la fase, y asf durante el periodo perinatal e infantil
encontramos que se localizaban principalmente en la region apical de las células
epitelilales, mientras que en las fases puberal y adulta la distribucién ha sido mads
homogénea a lo largo de todo el citoplasma. Este resultado estd parcialmente en
desacuerdo con el obtenido por Dinger y col. (1991), va que durante la fase neonatal
e infantil encuentran que la inmunorreaccidn frente a la vimentina y citoqueratinas es
mds o menos homogénea en todo el citoplasma, mientras que en la fase aduita la

vimentina es mds intensa en la base celular y las citoqueratinas en la superficie apical.

El intersticio, durante esta fase adulta, estd integrado principalmente por células
de Leydig adultas, ya que las células de Leydig infantiles han desaparecido.

Las caracteristicas ultraestructurales de las células de Leydig, como ya vimos
en la fase puberal, son similares a las descritas en las células de Leydig de otras
especies animales: un gran desarrollo del REL, mitocondrias de crestas tubulares, gotas
lipidicas... (Belt y Cavazos, 1967; Nistal y col., 1986; Lunstra y col., 1986; Flores
y col., 1989b), organelas todas ellas tipicas de una célula productora de hormonas
esteroideas (Lunstra y col., 1986).

El estudio inmunochistoquimico del intersticio durante esta fase adulta nos

muestra la fuerte inmunotincién que presentan la mayorfa de las células de Leydig
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frente al suero anti-testosterona, resultado similar a los obtenidos por Nistal y col.
(1986) en testiculo humano y por Flores y col. (1989b) en testiculo equino.

Por los resultados obtenidos tanto histoldgicos como ultraestructurales e
inmunohistoquimicos en el intersticio a lo largo de las cuatro fases estudiadas en el
testiculo de gato, consideramos que en el desarrollo de las células de Leydig existen
tres estadios consecutivos: células de Leydig fetales, células de Leydig infantiles, y
células de Leydig adultas. Estos resultados estdn de acuerdo con las observaciones
realizadas por Kuopio y col. (1989) en testiculo de rata y con los resuitados obtenidos
por Codesal y col. (1990) en testiculo humano. Resultados también similares son
hallados por Flores v col. (198%9b) en testiculo equino, donde se describen tres
poblaciones de células de Leydig: fetales, pre-Leydig y adultas.

A la vista de los resultados obtenidos a lo largo de nuestro estudio sobre la
maduracién testicular felina, hemos podido comprobar que, si bién este proceso tiene
numerosos puntos en comun con la maduracidn testicular de otros mamiferos
estudiados, aparecen una serie de caracterfsticas propias claramente reflejadas en el
desarrollo de esta investigacidn que no habian sido constatadas hasta la fecha y que nos

gustaria ampliar y completar con futuras aportaciones.
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7. CONCLUSIONES

1.- En el desarrollo del testiculo del gato se pueden diferenciar cuatro fases histoldgicas

bien definidas: perinatal, infantil, puberal y adulta.

2.- La barrera hematotesticular es evidente durante la fase puberal, en aquellos hibulos

que presentan luz y estratificacién de su epitelio germinal.

3.- Las células de Sertoli experimentan un aumento gradual del filamento intermedio
vimentina durante el proceso de maduracidn testicular, evidencidndose por vez

primera en la fase infantil y aumentando hasta la fase adulta.

4.~ La maduracién de las células peritubulares hacia mioides, se produce durante la
fase puberal. Estas células se caracterizan, tanto ¢n dicha fase como en la adulta, por

la escasa cantidad observada del filamento intermedio desmina.

5.- Las células epiteliales tanto de los tibulos rectos como de la red testicular,
presentan ya desde la fase perinatal, una coexpresion muy evidente a los filamentos

intermedios vimentina y citoqueratinas.

6.- En las cuatro fases estudiadas las células de Leydig aparecen organizadas en grupos
de forma y nimero de elementos integrantes variables, localizados entre los tibulos

seminiferos, en el mediastino testicular por debajo de la cdpsula testicular.
7.- En las fases perinatal e infantil se ha observado ultraestructuralmente, la presencia

de una membrana basal discontinua alrededor de grupos de células de Leydig, que

inmunohistoquimicamente es positiva a laminina y coldgeno tipo IV.
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8.- El estudio inmunohistoquimico de las células de Leydig con el suero especifico

antitestosterona, evidencia la capacidad secretora de estas células durante las fases
perinatal, puberal y adulta,
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RESUMEN

Hemos realizado un estudio histolégico, ultraestructural e inmunohistoquimico
del testiculo del gato, desde la fase fetal tardia hasta alcanzar la madurez sexual,
utilizando testiculos de 51 animales obtenidos mediante castracion o a partir de
animales eutanasiados que no presentaron alteraciones testiculares.

El estudio histoldgico nos permitié dividir el desarrollo del testiculo del gato en
cuatro fases bien definidas: perinatal (feto a término a 1 mes de edad), infantil (1 a 4-
4,5 meses), puberal (4-4,5 a 6-7 meses) y adulta (de 6-7 meses en adelante).

La fase perinatal se caracterizd por la presencia de pequefios tubulos seminiferos
separados entre si por abundante intersticio, el cual estaba integrado principalmente por
células de Leydig fetales organizadas en grupos.

Durante este periodo evidenciamos positividad en las membranas basales de los
tibulos seminiferos, tibulos rectos y red testicular frente a laminina y al coldgeno tipo
IV, y la coexpresion de las células epiteliales de los tubulos rectos y red testicular
frente a la vimentina y las citoqueratinas, hechos que se repitieron a lo largo de todos
los periodos estudiados. En el intersticio se observé inmunorreaccion en las células de
Leydig fetales frente a la vimentina y testosterona; asi mismo, la membrana basal,
evidenciada ultraestructuralmente alrededor de los grupos de células de Leydig,
presentd una positividad evidente pero discontinua frente a laminina y a coldgeno tipo
1V, durante esta fase y la infantil.

El periodo infantil se caracterizé por presentar el parénquima testicular
organizado en lobulillos testiculares mediante el desarrollo de tabiques incompletos de
tejido conjuntivo. Los tibulos seminiferos carecian de luces, y en el intersticio, que
estaba menos desarrollado que la fase anterior, se observaron dos tipos de células de
Leydig: fetales en vias de degeneracién e infantiles.

Entre los resultados obtenidos en este periodo queremos resaltar la positividad
de las células de Sertoli frente a la vimentina y la ausencia de reaccién de las células
de Leydig frente a testosterona y a vimentina.

La principal caracteristica de los testiculos en la fase puberal fue que el
desarrollo de los tibulos seminiferos no era uniforme, existiendo zonas con tiibulos que
carecian de luces, junto a otras donde los tibulos presentaron luces y estratificacion del
epitelio germinal. Ultraestructuralmente, en estos tubulos se observd que la barrera
hematotesticular estaba ya establecida. En el intersticio comprobamos la escasa
presencia de células de Leydig infantiles y de numerosas células de Leydig adultas.

En este periodo destacd la inmunotincién, que presentaron por primera vez las
células peritubulares frente a desmina y a vimentina, hecho que también pudimos
observar en la fase adulta. También cabe resaltar la existencia de numerosas células de
Leydig positivas a testosterona.

La fase adulta se caracterizé por la presencia de tibulos seminiferos con amplias
luces, donde la espermatogénesis estaba totalmente establecida, distinguiéndose ademds,
ocho asociaciones celulares en ¢l ciclo del epitelio seminifero. Queremos resaltar asi
mismo la intensa inmunotincidn que presentaron la mayoria de las células de Leydig
frente a la testosterona.
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SUMMARY

We have accomplished a histological, ultrastructural and immunocytochemical
study of the testicles of 51 cats ranging from late fetal stage to sexual maturity.
Testicles were obtained by castration or from euthanized animals which presented no
testicular alterations,

From the histological study, the development of the testicle of the cat could be
divided in four distinct phases: perinatal (late fetal to the end of the first month),
infantile (1 to 4-4.5 months), pubertal (4-4.5 to 6-7 months) and adult (from 6-7
months on),

The perinatal phase was characterized by the presence of small seminiferous
tubules separated by abundant interstiial fissue, mainly comprised of fetal Leydig cells
organized in groups. During this stage, positive cells to laminine and to type IV
collagen were detected in the basal membranes of the seminiferous tubules, straight
tubules and rete testis. Coexpression of vimentine and cytokeratins was detected in the
epithelial cells of the straight tubules and the rete testis, This coexpression was also
seen in all of the other stages. A marked immunoreaction against vimentine and
testosterone was observed in fetal Leydig cells of the interstitium. Moreover, during
both the perinatal and infantile phases, the basal membrane around the groups of
Leydig cells presented an evident but discontinuous positive reaction to laminine and
type 1V collagen.

The infantile period was characterized by the presence of testicular parenchyma
organized in testicular lobules by the development of incomplete walls of connective
tissue. The seminiferous tubules presented no lumen, and in the interstitium, which was
less developed than in the previous phase, we could observe two types of Leydig cells:
degenerating fetal cells and infantile cells. During this phase, Sertoli cells were positive
to vimentine and Leydig cells were negative to testosterone and vimentine.

The main characteristic of the testicles in the pubertal phase was that the
development of the seminiferous tubules was not uniform. There were some areas were
the tubules had no lumen, next to others where the tubules presented lumen and
stratified germinal epithelium. Ultrastructurally, in these tubules the blood-testis barrier
was already established. In the interstitium there were few infantile Leydig ceils, but
abundant adult Leydig cells. During this phase, the peritubular cells were positive to
desmine and vimentine for the first time, a fact that we could also observe in the adult
phase, along with numerous Leydig cells positive to testosterone.

The aduit phase was characterized by the presence of seminiferous tubules with
wide lumens, where spermatogenesis was totally established. Eight cellular associations
could be distinguished in the cycle of the seminiferous epithelium. In the interstitium,
most of the Leydig cells were positive for testosterone.
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