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Introducción

1. INTRODUCCION

En los últimos añoshemosasistidoa espectacularesavancesen prácticamente

todos los camposde la ciencia. Quizás una de las áreasdondese han producido

cambios más notables, ha sido en la de la reproduccióny estos hechos han sido

posibles gracias a un conocimiento más profundo de la anatomía, embriología,

endocrinologíae histofisiologíade las estructurasinvolucradas.

En el casodel aparatogenital del macho, estosavanceshan sido favorecidos

principalmentepor el uso extensivode la inseminaciónartificial, queen un principio

se empleó en razas selectasde abasto,pero queposteriormentese ha empezadoa

utilizar tambiénen animalesde compañía.Por otra parte, la necesidadde evaluarde

forma efectivala fertilidad de los reproductoresempleados,ha mostradoel imperativo

deprofundizaren el conocimientode las característicasmorfofisiológicasdel testículo

en condicionesfisiológicas,paraposteriormenteabordarel estudiode la patología,que

en muchoscasospuedeser causade sub o infertilidad.

Las gónadasde los mamíferosy concretamenteel testículo, son uno de los

órganosqueexperimentancambiosmásdrásticosen su estructuraalo largode la vida:

tras el nacimiento,el volumentesticular sufreunadisminuciónmuy evidentedebido

principalmentea la regresiónde las célulasde Leydig fetales; despuésse mantieneen

una fasede reposohastala pubertad,apartir de la cual seproduceun gran desarrollo

quecoincidecon el inicio de la espermatogénesisy la producciónde testosterona.

Amann (1981) considerala pubertaden el machocomoel momentoclave en

el que éste producesuficiente númerode espermatozoidescomoparafecundara la

hembra.En la mayoríade los animalesel periodopuberalestáasociadocon un rápido

desarrollotesticular, un aumentogradualen la producciónde testosteronay el inicio

de la espermatogénesis;peropubertadno es sinónimode madurezsexual,éstapuede

aparecerunosmeseso añosmástarde.
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Introducción

El interés por el estudio del testículo ya estaba presenteentre algunos

investigadoresde la Antigúedad.Granpartedel conocimientode la función testicular

sehaproducidocomoresultadodela prácticade la castración.Aristótelesya reconocia

las diferentesconsecuenciasde una castraciónanterioro posterior a la pubertad.Sin

embargola contribucióndel testículo en la fertilidad no fue reconocidahasta 1667

cuandoLeeuwenhoekobservóporprimeravez los espermatozoides(citadopor Amann

y Schanbacher,1983). En 1850 FranzLeydig describió las células intersticialesdel

testículode los mamíferosy en 1865 Sertoli definió las célulasde sostén.

En los últimos añosy graciasal empleoen histologíade técnicasmorfométricas,

histoquimicas,inmunocitoquimicasy ultraestructurales,se ha podido profundizar en

lascaracterísticasmorfológicas,fisiológicasy bioquímicasdeltesticulo,comprobándose

la gran complejidadde éste órgano con la presenciade diversos compartimientosy

numerosostipos celulares.

Entre los animales domésticos,el gato representauna de las especiesde

eleccióncomoanimalde compañía.Aunque la domesticaciónde esteanimal procede

del antiguo Egipto, es en la segundamitad del siglo XX cuandoha empezadoa

competir con el perro comoanimal de compañía.Estehecho ha sido motivadopor su

adaptabilidadsocial a pesar de su autosuficiencia,su belleza, su personalidady la

facilidad de mantenimientosi secomparacon el perro.

La hembraexperimentavariosciclos de receptividadsexualen unapartedel

año, normalmentedesdefinales del invierno al comienzode primaveray a finalesdel

verano. Los machospasanpor un periodode celo primaveralque disminuye hasta

convertirseen una fasede baja actividadsexualen otoño. Perosu vida sexualpuede

estimularseo inactivarsepor la disponibilidady estadosexual de las gatas de la

vecindad(Wright,1982),aunquehistológicamenteseha comprobadoque son fértiles

durante todo el año (Burke, 1986). Los testículos desciendetras el nacimiento,

experimentandoun marcadoaumentodel tamañoy del pesodesdelos tres a cinco

meses de edad, aunque con técnicas histológicas se ha observado que la

espermatogénesiscompletano aparecehastael periodo comprendidoentre los sietea
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Introducción

nueve meses (Kirkpatrick, 1985).

Desde 1982 en el Departamentode PatologíaAnimal II de la Facultadde

Veterinariade Madrid, se viene desarrollandouna línea de investigaciónreferenteal

estudiode la histologíay patologíadel aparatogenital en perros, équidosy cápridos.

Como continuaciónde la misma, y despuésde realizar una exhaustivabúsqueda

bibliográfica,hemospodido comprobarla escasezde informacióncientíficareferente

al testículo del gato. Estostrabajos se han centradobásicamenteen el estudiode la

calidaddel semen(Wildt y col.,1983) y los nivelesde andrógenosy su relación con

otros parámetroscomola estacióndel año, pesotesticular,etc... (Kirkpatrick, 1985).

Desdeel punto de vista morfológico destacamoslos estudiosde Pier (1985) sobreel

ciclo del epitelio seminífero,los de Wrobel y Hees(1987) sobre la localizaciónde

células de Leydig ectópicas,y los de Viotto y col. (1993) sobre las características

ultraestructuralesde la redtesticular.Tambiénhemoscomprobadoque, hastala fecha,

son escasoslos trabajosqueempleantécnicasinmunohistoquimicasparadeterminar

la naturaleza de los filamentos presentes en los diversos tipos celulares y

compartimientosextracelularesdel testículo.

Basándonosen lo anteriormenteexpuesto,y con el objeto de profundizary

ampliar las investigacionesde nuestro Departamentoa otras especies,nos hemos

planteadorealizarun estudioevolutivo del testículodel gato,desdela etapaperinatal

hastala etapaadulta, con el fin de alcanzarlos siguientesOBJETIVOS:

- Analizar, tanto estructural como ultraestructuralmente, las modificaciones

morfológicasque seproducenen el testículocon la edad.

- Realizarun estudiomorfológicoy comparativode losdiversoscomponentescelulares

del testículodurantelas diferentesetapasevolutivas.

- Detectar con técnicas inmunohistoquimicaslas célulasproductorasde testosterona

y su variacióncon la edad.
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- Estudiarla naturalezay distribuciónde diversosfilamentosintermediosen el testículo

a lo largo de las diferentesfasesde desarrollo,con técnicasinmunohistoquimicas.

- Realizar un estudioinmunohistoquimicoy ultraestructuralde las membranabasales

en las diferentesestructurastesticulares.
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Revisión Bibliográfica

2. REVISION BIBLIOGRÁFICA

2.1. CONSIDERACIONES GENERALES

El aparato genital del macho comprende las gónadas (los testículos), un sistema

deconductos(conductoseferentes,epidídimo,conductodeferentey uretra),glándulas

accesorias (glándulas bulbouretrales, vesículas seminales y próstata)y el pene(Fawcett,

1987).

Los testículosson órganosde naturalezaglandularcon dos funcionesbásicas:

la secreciónde testosteronay otrashormonasa travésdel procesode esteroidogénesis,

y la producciónde gametosmasculinosa travésde la espermatogénesis(Amann y

Schanbacher,1983).

Los testículosposeenformaovoidecon el eje mayorhorizontalen los équidos,

vertical en los rumiantes y oblicuo en el verraco (Getty, 1975; Delhom y von

Lawzewitsch, 1985). En los carnívorosson de contornoovoidal aunquecomprimidos

lateralmente, y de posición oblicua, con el extremo craneal orientado

craneoventralmentey el lado libre caudoventral(Nickel y col., 1979).

Los testículosse localizanen la región inguinal, en un revestimientode la piel

denominado‘escroto” que en el gato es perineal, móvil y está recubiertopor pelo

(Dyce, 1987). Cada testículo está suspendidoen el escrotopor un largo pedículo

vascular, denominado“cordón espermático”,y que está formado por el conducto

deferente,vasossanguíneosy linfáticos,nerviosy el músculocremaster(Delhom y von

Lawzewitsch,1985).

El testículoestárodeadopor una gruesacápsulade tejido conjuntivo denso,la

túnicaalbugínea.En la mayoríade las especiessepuededistinguiruna capao ‘túnica

vascular” dondeexistennumerosasramasde la arteriay de la venatesticular, que es

superficialen perro y morueco,y profundaen verracoy en caballo(Delmann, 1993;

Banks, 1993).
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La túnicaalbugínease continúacon trabéculasde tejido conjuntivo, “septula

testis”, que profundizanen el parénquimay lo dividen en lobulillos testiculares.Estas

trabéculasson gruesasy completasen perro y verraco, y delgadase incompletasen

rumiantes y gatos. Las trabéculasconvergenpara formar el mediastino, localizado

centralmenteen la mayoríade las especiesa excepciónde los équidos,en los que se

localizaen el polo anteriordel testículo (Delhomy von Lawzewitsch, 1985).

El parénquimatesticularconstade túbulosseminíferose intersticio. Los túbulos

seminíferosconstituyenbasicamentela porciónexocrinadel testículo, y su producto

de secreciónfinal son los espermatozoides.La paredde los túbulos estátapizadapor

células germinalesy células de Sertoli. Entre los túbulos se disponeel intersticio,

integradoprincipalmentepor un tejido conjuntivolaxo rico en vasosy por las células

de Leydig o intersticiales,que constituyenel componenteendocrinodel testículo

encargadode producir la testosterona.

Los túbulos seminíferos son tortuosos y experimentan abundantes

circunvolucionesen su recorrido dentro de los lobulillos; luego se transformanen

túbulos rectos que constituyen el primer segmento de conductos excretores

intratesticulares, carentes por tanto de células de la línea germinal. Estos,

posteriormentese reúnen a nivel del mediastino y forman la “rete testis” o red

testicular,un sistemadeespaciosplexiformestapizadospor un epitelio simple,que se

encuentramuy desarrolíladoen el camero y en el caballo.La red testicular se dirige

por el mediastinoa uno de lospolos del testículo, atraviesala albugíneay seproyecta

fuera del mismoparadar origen a los conductilloseferentes,localizadosen la cabeza

del epidídimo y que constituyen la primera parte de conductos excretores

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

Los estudiosrealizadosen testículosde diferentesespeciesindican que, desde

el periodo fetal hasta alcanzar la madurez, estos experimentan una serie de

modificaciones que culminan con el establecimientode la espermatogénesis.La

duracióndeesteprocesovaríadependiendodela especieanimal, y algunosautoreshan

establecidodistintas fasesen estedesarrollo.

Flores y col. (1989) en el desarrollopostnataldel testículoequinodistinguen,

unafaseprepuberalinicial, queduraaproximadamentehastael añoy secaracterizapor

el predominiodel intersticio sobrelos túbulossin luz, unafaseprepuberaltardíahasta

los 16 meses, con la mayoría de túbulos con luz y estratificaciónde las células

germinales,una fase puberalhastalos 18 mesescaracterizadapor el establecimiento

de la espermatogénesisy una faseadultaa partir de los 2 años.

En el hombre,ademásdel testículo fetal, se distinguen un testículo infantil

(hastalos 9 añosaproximadamente),un testículopuberalcaracterizadopor la aparición

de la estratificacióndel epitelio seminíferoy un testículoadulto a partir de los 12 ó 13

años(Nistal y Paniagua,1983).

Por todo lo anteriormenteexpuesto,y dado quegran partede los trabajos

consultadosestén realizadossobre un periodo determinadodel desarrollo testicular,

hemosconsideradooportunodividir estapartede la revisiónbibliográfica en cuatro

apartados.En primer lugar hablaremosdel desarrolloembriológico,que aunquees

unafaseno incluidaen nuestrotrabajo,consideramosque tienegran importanciapara

la interpretaciónde algunode los resultadosobtenidos.Posteriormenterealizaremosla

revisión de la fasesperinatale infantil y a continuaciónde las fasespuberaly

adulta. En cadaunode estostresapartadoshablaremosprincipalmentede los túbulos

seminíferos,intersticio y cápsulatesticular.

En un apartadodiferente realizaremosla revisiónbibliográfica de los túbulos

rectosy redtesticular,ya queen estasestructuraslas modificacionesque se producen

duranteel desarrollotesticularno 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 investigadoresde principio de siglo.

Existían dos teorías en cuanto al origen de las células de los túbulos: algunos

autoresqueestudiaronlasavesy otrosvertebradospocoevolucionadoszoológicamente,

opinabanque las goniasy las células de Sertoli procedíande los gonocitosy de las

células de soporte respectivamente,las cuales estabanpresentesen los cordones

sexualesdel testículo fetal (Swift, 1916); los investigadoresqueestudiarontestículos

de roedorespensabanquelos gonocitosdegenerabana los pocosdíasdel nacimiento,

mientrasque las células de soporte proliferaban y se diferenciabanhacia gonias

definitivasy haciacélulasde Sertoli (Alíen, 1918; Bookhout, 1937).

La procedenciade lascélulas de Leydig presentómenoscontroversia.Varios

autorescoincidieron en señalarque tanto las fetalescomo las que aparecíanen la

pubertad,derivabande los fibroblastos(Gilíman, 1948; Charnyy col., 1952).

El sexo del embrión se determina ya en la fecundación, aunque las

característicasespecíficasde cadasexoaparecenposteriormente.(Langman,1981). A

estaetapaen la queaparecenlos esbozosembrionariosde los órganossela conocecon

el nombrede “estadio indiferenciadode la organogénesis”,y su duraciónes variable

segúnla especieanimal; asípor ejemploen el caballose produceentrelos días40-42

de vida fetal, en el perro tiene lugar en la cuarta semanay en la vaca en la sexta

semana(Nodeny Lahunta, 1990).

La gónadaindiferenciadaprocededeun engrosamientodel epitelio celómicode

la zonamedioventraldel mesonefros,denominado“crestagonadal”.A estaárea,llegan

células germinalesprimordiales originadasen la pareddorsal del saco vitelino que

emigranpor movimientosameboidesa travésde la hojaesplácnicadel intestinomedio

hastallegar a las crestasgonadales(Delhom y von Lawzewitsch, 1985).

El desarrollogonadal del macho está ligado a la regresiónde los túbulos

lo
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mesonéfricos.Cordonesde célulasepitelialesprocedentesde estostúbulos,invadenla

cresta gonadal agrupándoseen torno a las células germinales para formar en el

mesénquimaindiferenciadolos cordonessexualesprimitivos (Nodeny Lahunta, 1990).

La gónadadel machosediferenciaantesquela gónadade la hembra(Josty col.

1974). En el cerdo comienzaa ser ultraestructuralmentereconociblecomotestículo,

a los 26 díasde desarrolloembriológico(Pelliniemi, 1975a).

La diferenciaciónde los cordones testicularesse produce a partir del

decimotercerdíade gestaciónen la rata(Josty col. 1974), vigésimosextoen el cerdo

(Pelliniemi, 1975a)y el díacuarentay cinco enel hombre(Pelliniemiy col. 1980).Su

formaciónestá ligadaa la presenciadel antígenoH-Y (presenteen el brazocorto del

cromosomaY) y su unión a los receptoresde las células somáticasde las crestas

gonadales(Waitesy col. 1985).

El desarrollo de los cordones tiene lugar en la región medular de las crestas

gonadales.Se disponenformandoasasy quedanseparadosdel epitelio celómicopor

una capade tejido mesenquimatosobien definidaquees la primitiva túnícaalbugínea,

primerdato histológicoque permitela identificacióndel testiculo (Nodeny Lahunta,

1990).Estos cordonesestánintegradospor célulasgerminalesprimordialesasociadas

a las células precursorasde Sertoli, que derivan de células epiteliales mesonéfricas

(Langman,1982).

Pormitosis de las célulasgerminalesprimordialesseoriginan los gonocitos.En

el embrión humanoel primer gonocito seobservaen la sextasemanay presentaun

núcleo redondocon un nucleoloevidentey microvellosidadescitoplasmáticas.Estos

perduran hasta el nacimiento. El segundotipo apareceen la décima semanade

desarrolloy contieneabundanteglucógeno. Desaparecepoco despuésde la décima

semana,su vida es efímera. Hacia la semana12, junto a los gonocitosaparecenlas

espermatogoniasfetales, caracterizadaspor tener escasacantidad de glucógeno.

(Paniagua,1993)

Entre los túbulosse localizanlas células intersticialesqueprocedende células

del mesénquimarelacionadascon la crestagonadal (Nodeny Lahunta, 1990). En el

cerdo las células de Leydig se puedendistinguir a partir del día 30 de gestación,

aunqueel testículoproducetestosteronaalgo antes(Stewary Raeside,1976).

11



Revisión Bibliográfica

Los embriones de ambos sexos poseenconductosy túbulos gonadales: los

conductosmesonéfricoso deWolf y los conductosparamesonéfricoso de Múller que

discurren paralelosentresí. En el hombreson visibles en la sextasemanade vida

intrauterina. El queuno de éstosconductosalcanceun desarrollocompletodepende

del sexo del embrión. Si es macho, los conductosde Wolff formarán el conducto

genitalprincipal, y si eshembrasedesarrollaránlos conductosde Miiller (Langman,

1982).

Las célulasde Sertoli fetalesintervienenactivamenteen la organizaciónde la

gónadadel machobajo la influenciadel antígenoH-Y, y a travésde la secreciónde

la hormona antimúlleriana,principal responsablede la involución del conductode

Múller, y primerasustanciasecretadapor el testículo. En bóvidos esdetectableentre

los díascuarentay dos y cuarentay tres de vida fetal, y alcanzauna concentración

máximaentre los cincuentay ochentadías (Vigier y col. 1984). En el perro se ha

demostradoinmunohistoquimicamentela presenciade estasustancia desdeel día 36

al 46 de gestacióny coincide con la regresióncompletadel conducto de Múller

(Meyers-Wallen,1991).

A medidaque avanzala gestación,en el testículofetal se siguenproduciendo

modificacionesencaminadasal establecimientodel testículodiferenciado.

En el cerdo,alos 35 díasde la fecundación,los cordonessexualesforman una

red anastomosada,rodeadapor numerosascélulasde Leydig de gran tamaño. Desde

el día 35 al 52 de gestaciónse produceun aumentoen el diámetro de los cordones

testiculares,que viene dado por un aumentoen el número de células de Sertoli y

gonocitos.Las anastomosisde los cordonesse van perdiendoy persistensolo en la

periferiade la gónada,transformándoselos cordones,en túbulossólidosy rectos.Las

célulasde Sertoli,quedescansansobrela membranabasal,vanadquiriendounaforma

elongada(van Vorstenboschy col., 1984).

En la rata, duranteel periodo fetal tardío y bajo la influenciade la FSH, se

produceentre las células de Sertoli un elevadonúmerode mitosis que origina un

crecimientode los cordonestesticulares(Pelliniemi y col. 1980). La proliferación es

máximaen los días20 y 21 de gestacióny disminuyeprogresivamentehastadespués
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del nacimiento(Orth, 1982).

En el perro, en el día 32 de gestación,la gónadaestáindiferenciada.Del día

36 al 46, los cordonessexualesse diferencianlocalizándoseen un principio en la zona

medularde la gónada.Estoscordonesson sólidos y están formadospor células de

Sertoli de forma columnary orientadasperpendicularmenteala membranabasal,y un

pequeñonúmerode grandescélulasgerminalesesféricas,de citoplasmapálidoy núcleo

grandey redondo(Meyers-Wallen,1991).

La diferenciaciónde las células de Leydig fetalesseatribuye a la síntesisde

gonadotropina coriónica por los cálices endometriales de la placenta. La testosterona

es la principal hormonasintetizadapor las célulasde Leydig y potenciael desarrollo

de las estructuras que derivan de los túbulos y conductos mesonéfricos o de Wolff

como son los conductos eferentes, conducto deferente, epidídimo, ampolla y glándulas

vesiculares (Amann y Schanbacher, 1983; MeEntee, 1990).

En el testiculo fetal humanola testosteronaha sido detectadaentrela octavay

novena semana aumentando considerablementesu concentración desde la

decimoterceraa la decimosextasemana.Duranteestas semanasel volumen de las

célulasde Leydig suponeel 50% del volumentesticular.A partir de la semana24 el

númerode célulasde Leydig disminuyeprogresivamente(Hooker,1970).

En el cerdo, la esteroidogénesiscomienzaentrelos días30 y 35 de gestación.

En el intersticio localizadoentrelos cordonessexualesanastomosados,se distinguen

pequeñosgruposde células de Leydig. Estasson grandesy poligonales,el núcleoes

oval con unoo másnucleolosy el REL estámuy desarrollado(van Vorstenboschy col.

1982). El número de células de Leydig empiezaa disminuir hacia el día 60 de

gestación,vuelvea aumentarsunúmerohaciael día 80 y alcanzaun máximo 20 días

despuésdel nacimiento.A partir del día 75 de gestaciónse distinguendos tipos de

célulasde Leydig: las peritubulares,de forma alargada,y las intertubulares,de forma

ovoidal y núcleoexcéntrico.Estasen un principio aparecen solitarias, pero a partir del

día 80 tienden a agruparse,aumentande tamaño,y van adquiriendouna forma más

poligonal (van Vorstenboschy col. 1984).

En équidos,existeun gran númerode célulasintersticialesdel terceroal sexto
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mes de gestación. Dicho número vadisminuyendoprogresivamentedesdeel sextomes

hastael nacimiento(González-Anguloy col. 1971).

En 1968 Wensingrealizaun estudiosobreel mecanismode migracióntesticular,

observandoel papel tan importantequejuegael crecimientoy posteriorregresióndel

gubernaculumen dichoproceso.

El gubernaculumes una estructuramesenquimatosaque se extiendedesdeel

polo caudaldel testículohastaunaprotuberanciaexistenteentrelos músculosoblicuo

externo y oblicuo interno, lugar dondese localizará el futuro canal inguinal. Su

estructuraconsisteen un tejido conjuntivo con fibroblastos, fibras de colágeno,y

sustanciaintercelularrica en mucopolisacáridosy agua(McEntee, 1990).

Durante el proceso de descenso testicular, la parte extraabdominaldel

gubernaculumaumentade tamaño en la zona que se abre al canal inguinal. Éste

aumentoproduceunatracciónsobrela porciónintraabdominaldelgubernaculumy tira

de éstajunto con el testículoy el epidídimo.

El tránsitodel testículoa través del canal inguinal tienelugar en el perro alos

8-10 días del nacimiento (Wensing, 1973), en el ternero a los 100-105 días de

gestación,en el cerdo a los 100-110 días y en el caballo duranteel último mes de

gestación(Gier y Marion, 1969).

Posteriormentetienelugar una fasederegresióndel gubemaculum,al final de

la cual el testiculose localiza ya en el escroto(Baumansy col., 1981).

Los gatos, al nacimiento, presentanlos testículos totalmentedescendidos

(Burke,1986).
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2.2.2. FASE PERINATAL E INFANTIL.

En 1872, Hofmeister(citadopor Whitehead,1904)realizó una de las primeras

aportacionessobrelas modificacionesdel testiculohumanocon la edad. Su trabajose

centróen la variaciónen el númerode célulasintersticialesde Leydig desdeel último

periodode desarrollofetal hastael adulto.En la etapafetal estascélulasconstituíandos

tercios del total de la glándula. Despuésdel nacimiento, su número disminuía

progresivamentehastalos 8 añosen querepresentabanuna décimaparte,y apartir de

la pubertadsu númerovolvía a aumentarconsiderablemente.

Kirkhan, en 1915, centrándosetambiénen la última fasedel desarrollofetal y

en la etapaneonataldel testículode ratón, haceunadescripciónde las poblaciones

celularesen los “cordonessexuales”o túbulos seminíferos.

En los túbulos del testículo fetal describedos tipos celulares: las células

epiteliales,y las célulasgerminales.Las primeras,muy numerosas,son de pequeño

tamaño y ocupanla zona basaldel titulo. Las segundasson de mayor tamaño y

aparecenen la zona central del túbulo. Señalaque estas últimas degeneranen su

mayoría,y que al nacimientolos túbulospresentancélulasepitelialesy algunasgonias

derivadasde las célulasepiteliales.

En 1957, Clermonty Pereyen ratasinmaduras,realizan unadescripciónmuy

detalladade las célulasde los túbulos seminíferosy de las principalesmodificaciones

quesufren en el procesode maduración.

En animalesde 4 a6 díasdeedad,destacanlapresenciade grandesy pequeñas

mitosisen los túbulos. Lasprimerasaparecenapartir del cuartodía, y se danentrelos

gonocitos.Las segundasseobservanentre las célulasde soporte, y duran desdeel

sexto al día 18.

Estosautoresdescribena los gonocitoscomocélulas de gran tamañocon un

núcleo grande,esféricoy pálido, que tiene finos gránulosde cromatinay dos o más

nucleolos globulares. Los gonocitos que proliferan originan gonias tipo A,

caracterizadaspor tenerel nucleolocubiertopor cromatina.
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A partir del sexto día, observanentre las gonias, otro tipo de célula que

presentagruesosgránulosde cromatinaen la membrananucleary el nucleolo.Sonlas

goniasindíferenciadas(1), quederivandelas anteriores.Estascélulasasu vez, apartir

del día 7-8, originan gonias tipo B caracterizadaspor tener gruesosgránulos de

cromatinaa lo largo de la membrananuclear. Así mismo observanespermatocitos

primariosentrelos días9 y 12.

Finalmente, estos investigadoresindican que las células de Sertoli también

sufren modificacionesestructurales,las cuales aparecena partir del día 33, y se

caracterizanpor un alargamientodel núcleo, la presenciade un nucleolo esférico y

central,y la formaciónde una profundaindentaciónen la membrananuclear.

Mancini y col. (1960), realizan un análisis histológico e histoquimico en

testículohumanoy llegan ala conclusiónde que la líneagerminal sediferenciaen tres

ondas sucesivas.La primera y la segundase sucedenduranteel periodo fetal y el

infantil, y la terceracomienzaen la pubertad conduciendoa la espermatogénesis.Las

célulasde Sertoli,sin embargo,esténpresentescomocélulasprecursorasen el periodo

fetal, persistenasí durantela infanciay empiezana maduraren la pubertad.

Courot(1962),en testiculodecarnero,haceunadiferenciaciónentregonocitos,

preespermatogoniay goniastipo A, indicandoque los primeros se caracterizanpor

localizarseen la zonacentraldel túbulo, y por teneruna gran actividad mitótica, ya

que proliferan hastael nacimiento.

Las preespermatogoniasse observandesdeel nacimientohastael segundomes

de vida y se localizan en la periferia del titulo. Su principal diferencia con las

anteriores, es que tienen mayor cantidad de organelas y presentan puentes

citoplasmáticosde unión conpreespermatogoniasvecinas.

Las goniastipo A aparecenapartir del segundomesy estánsometidastambién

a unafuerte actividadmitótica.

En 1963, Manciní y col., paracompletarlas investigacionesempezadasun año

antes,realizanun análisiscuantitativode las variacionesde los fibroblastosy células
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de Leydig con la edady su interrelaciónparaestablecerun ardenen su desarrollo.

Paraestos autoresexistendos ciclos totalmentediferenciadosen el desarrollo

de las célulasde Leydig y ambosse originan a partir de los fibroblastos.Las células

de Leydig fetalesdegeneraríandespuésdel nacimiento y durantela infanciasólo se

encontraríanen el intersticio precursoresde células de Leydig; ya en la pubertad

apareceríancélulas de Leydig adultasque se originarían a partir de las células

existentesdurantela infancia.

En 1967, Rossdeterminala naturalezay evoluciónde las células fusiformesy

de caráctercontráctil localizadasalrededorde los titulas seminíferosdel testiculo de

ratasde diferentesedadesmedianteun estudioultraestructural.

En animalesreciénnacidos,observacélulasalargadasque se disponenen dos

o tres capasalrededordecadatitulo, apareciendoentreellasalgunasfigurasmitóticas;

estascélulaspresentanuna membranacitoplasmáticalisa y en su citoplasmadestacala

presenciade RER y numerosasmitocondrias.Por suscaracterísticaslas comparacon

fibroblastos.

En ratasde 7 días,estascélulasperitubularesse disponenen una solacapay

susprincipalescaracterísticasson la presenciade abundantesfilamentosde 400 nm de

diámetrocon una estructurasemejantea los miofilamentosde las células musculares

lisas, y el presentarunalámina basalalrededorde casi todaslas célulasperitubulares.

En animalesde 19 días, estascélulassedisponenformandounacapacontinua

alrededor de cada túbulo, ocupandolos filamentos gran parte del citoplasma,y

presentandola lámina basal numerosasvesículasde pinocitosis. Alrededor de las

célulasperitubularesapareceunasegundacapade célulasfusiformesquese identifican

comofibroblastos.Esteautor concluyesu trabajo,destacandola naturalezamuscular

de las célulasperitubularesy su origen a partir de fibroblastos.

En estemismoaño(1967),Flickinger, analizaultraestructuralmenteen el ratón

el desarrollode lascélulasde Sertolihastaalcanzarla madurezsexual, indicandoque

los principales cambios se producenentre la segunday cuarta semanade vida, y

destacandoentreellos el aumentodel tamaño celular, el desarrollogradual de los
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procesoscitoplasmáticosentrelas células germinalesy la apariciónde complejosde

unión entre las célulasde Sertoli. En el núcleo señalala apariciónde una profunda

indentaciónen la membrananuclear y la formación de una estructuranucleolar

tripartita.

Observa ademásun incremento en el REL, y esto lo relaciona con la

adquisiciónde una capacidadpara la síntesisde hormonasesteroideas.

Debido a la naturalezaavascularde los túbulos,esteautor ya sugiereque los

nutrientesy metabolitospasana travésde las células de Sertoli, y que los complejos

de unión limitarían el pasode materialhacia el interior del titulo.

Skinnery col, en 1968, realizanun estudiodel desarrollopostnataldel tracto

reproductivo del carnero y su relacióncon los cambios en los niveles séricosde

gonadotropina.Indicanquedesdeel nacimientohastael día42, las modificacionesson

escasasy la secreciónde andrógenosesbaja. A partir de estedíaseproduceun cambio

bruscocaracterizadopor un aumentomuy marcadoen la actividad androgénicay el

establecimientode la espermatogénesis.

Paraestosinvestigadoresla pubertadvienedadapor la accióndelos andrógenos

en respuestaa la liberaciónde gonadotropinasporpartede la glándulapituitaria, y su

acción sobre órganos diana, además del desarrollo de los caracteressexuales

secundanos.

Vilar en 1970, estudiaen testículo humano infantil, las células de Sertoli

diferenciandodos tipos, las célulasde Sertoli claras y las oscuras,indicando además

que estas células durante el periodo infantil están sometidas a un proceso de

proliferacióncelular.

La ultraestructurade las célulasgerminalesy las célulasde Sertoli en testículo

postnatalde conejo, fue estudiadapor Gondosy col, en 1973, y así indican que la

aparición de la luz tubular coincide con la presenciade espermátidas,destacando

ademásla estrecharelaciónde lascélulasde Sertoli conelementosgerminalesdurante

el periodopostnatal,y la presenciaen el interior de lascélulasde Sertoli, de material
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fagocitadoderivadode la degeneraciónde células germinales.Estos hallazgos les

sugieren un posible mecanismode apoyo por partede las células de Sertoli en la

maduraciónde las célulasgerminales.

En 1974 Bustos-Obregóny Courot, analizanultraestructuralmentelos cambios

queseproducenen la láminapropiade los túbulosseminíferosde óvidos,desdela fase

fetal hastaalcanzarla madurezsexual.En fetos de 54 días observanuna membrana

basalsimple o doble, alrededorde la cual se disponentres o cuatro capasde células

fibroblásticas que presentanen su citoplasmafilamentosde 80 A de diámetro. En

animales de dos meses de edad encuentranuna membranabasal de apariencia

multilaminar(8 a 10 láminas),y externamentea ellados o trescapasde células,de las

cualesla másinternason célulascontráctilesbien diferenciadas.

F{adziselimovicy Seguchi(1974), medianteun estudiohistométricorealizado

en testículohumano, muestrancomodisminuye el númerode células de Sertoli por

corte transversal de túbulo desde aproximadamente28 células que hay en el

nacimiento,hastaaproximadamente10 célulaspor titulo en el adulto.

Estos autoresrealizan ademásun análisis ultraestructuralde las células de

Sertoli,confirmandotambiénla existenciadedostipos de célulasde Sertoliinmaduras,

unasde núcleoredondoy otrasde núcleoalargado.

En 1976, Naganoy Suzuki, por mediode la criofractura,estudianel desarrollo

de los complejos de unión en las células de Sertoli de ratón tras el nacimiento,

observandoqueen neonatos,entrelascélulas de Sertoil, predominanlas unionestipo

GAP, mientrasque las unionestipo ocluyentesoloaparecenen una zonamuy limitada

de la superficiecelular.Con el pasodel tiempodisminuyegradualmenteel númerode

unionestipo GAP a la vez que las ocluyentesvan aumentadoy forman una red de

unionesque discurrenparalelasunasa otras. El desarrollode este tipo de unión es

anteriora la apariciónde luz en los túbulos.

Por último, resaltanla importancia de estas unionescomo base de la barrera

hematotesticular,la cualquedaestablecidaa partir del día 16 despuésdel nacimiento.
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El desarrolloy la involución de las células de Leydig fetalesen el testículo

humano es estudiadohistológicamentepor Gondos en 1977, el cual llega a la

conclusiónde que los precursoresson células mesenquimatosasindiferenciadas.

Van Straateny Wensing en 1978, establecendos fasesen el desarrollode las

célulasde Leydig del testículode cerdo hastala madurezsexual, utilizando métodos

histológicos,histomorfométricose histoquimicos.

La primera fasese desarrolladuranteel periodoperinatal, y se caracteriza

porqueaparecencélulasde Leydig de granvolumen. Distinguendos tipos de células

de Leydig, las intertubulareslocalizadasentrelos túbulosy las peritubulares,alrededor

de los túbulosy menosdesarrolladas.A partir de la segundao tercerasemana,ambas

sufren un procesode regresión.

La segundafase se observaa partir de la semana13 de vida, y se caracteriza

porquehay un predominiode célulasperitubulares,que aparecenmásdesarrolladas.

Estos autoresademásdeterminan,con técnicashistoquimicas,la actividadde

la enzimahidroxiesteroidodeshidrogenasay las concentracionesdeandrógenosen suero

y en testículo. Demuestranque en la primera fase, la actividadenzimáticaes altaen

las células intertubularesextendiéndoserápidamenteal otro tipo celular. Desde la

terceraa la decimotercerasemana,la actividadenzimáticaapenases apreciabley los

niveles de andrágenosson bajos. De aquí en adelante,vuelve a ser apreciablela

actividadenzimática,siendomásintensaen la célulasperitubulares;estocoincidecon

un aumentoen los nivelesde andrógenosen sueroy en testículo.

En 1981, es estudiadoel desarrollode las célulascontráctilesde la cápsulay

el tejido de alrededorde los túbulos seminíferosdel testículode conejo,por Leesony

Forman.

En la túnicaalbugíneadeanimalesreciénnacidosobservan,conel microscopio

electrónico, miocitos muy inmadurose indican que en el procesode maduraciónde

estas células se produce un aumento en el número de miofilamentos

intracitoplasmáticos,la apariciónde cuerposdensoso placasde unión, la formación

de vesículasde pinocitosis,y la adquisicióndeunaláminabasalcontinua.Esteproceso
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secompletaa los 128 días,y las célulasmusculareslisas sedisponenen doscapasbien

organizadas:una superficial, donde las células se orientanlongitudinalmente,y otra

profunda,dondelas célulasse disponencircularmente.

Por otro lado, Leesony Forman,señalanqueel tejido peritubular poseeentre

dos y cuatrocapasde células indíferenciadasen el nacimiento,que ya a partir de la

primerasemanase condensanen dos. Las células de las capasmás internaspresentan

en su citoplasmapequeñosgrupos de microfibrillas, y la capa más externa está

compuestapor fibroblastos.

El procesode maduraciónse completaa los 112 días, y el tejido peritubular

quedaorganizadoen cuatrocapas:doscelularesy dosacelulares.La capamásinterna

está integradapor fibras de colágeno,orientadasparalelasal eje longitudinalde los

túbulos. La segundaes una capa continuade miocitos. Cadauna de estas células

aparecenrodeadaspor unamembranabasal.A continuaciónse disponeuna capade

fibras de colágenoorientadaslongitudinalmente,existiendoen la última fibroblastos

dispuestoslongitudinalmente.

En 1982, Chevaliery Dufaure,en un estudioen testículode cerdoprepuberal,

observanqueel citoesqueletode la célula de Sertoli quedaorganizadoduranteesta

etapa. Comprueban además que después de realizar una hipofisectomía, este

citoesqueletopuede sufrir una regresióncomo consecuenciade que está regulado

directao indirectamentepor hormonasde la hipófisis.

Nistal y col. (1982), compruebancon métodoshistométricosla disminución

progresivadel númerode célulasde Sertoli desdeel nacimientohastala pubertaden

el testfculohumano.Resaltanademásla presenciade mitosisde estascélulasen recién

nacidosquecesana los pocosdías,hechoqueya habíasidoseñaladoanteriormentepor

otros autores.

Un añomástarde(1983),otro grupo de investigadoresencabezadotambiénpor

Nistal, completael estudio iniciado, con un análisis a nivel ultraestructuralde las

célulasde Sertoli.
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En niños recién nacidos destacan principalmente la distribución

pseudoestratificadade las células de Sertoli, y consideranque la descripciónque

realizan otros autoresde dos tipos de células de Sertoli son el resultado de la

adaptaciónde un solo tipo celular a una distribuciónpseudoestratificada.También

destacanla presenciaen el citoplasmadeestascélulasde grancantidadde RER, hecho

que relacionancon la secreciónde hormonaantimúlleriana.

Las principalesmodificacionesqueobservanen el procesode maduraciónson:

la formaciónde complejosde unión entrelas célulasde Sertoli a partir de los cinco

añosy que termina al llegar a la pubertad;el aumentode REL, fenómenoque esta

relacionadocon la adquisiciónde capacidadde síntesisde esteroides;a nivel nuclear

la formaciónde unaprofundaindentaciónen la envolturanucleary la apariciónde una

estructuranucleolar tripartita; la presenciade cristalesde Charcot- Bbttcher en el

citoplasma, integrados por acúmulos filamentosos que progresivamentese van

alargando.

Estos autoresseñalantambiéncomofenómenoimportante,la transformación

que sufreel tejido peritubularquepasade teneruna láminabasalsimpley unaó dos

capasde miofibroblastosen el nacimientoapresentaren la pubertaduna lámina basal

multilaminary miofibroblastos dispuestosen varias capas.

Este mismo año (1983) Herreray col., trabajandocon cerdosde diferentes

edades,miden mediante la ténicade RIA los nivelesde androstenodiona,testosterona

y dihidrotestosterona,y lo relacionancon la morfologíade las célulasde Leydig.

Observancomodisminuyeel tamañoy el númerode célulasde Leydig apartir

del día40 de vida y éstocoincidecon unadisminuciónen la producciónde esteroides.

A partir del día 78 seproduceun aumentotanto en el númerode células comoen la

concentraciónde los niveles de esteroides.

En 1984 Paniaguay Nistal, realizan un estudiomorfológico y ultraestructural

de las espermatogoniashumanasdesdeel nacimientohastael comienzode la pubertad.

Al nacimiento observan la presenciade espermatogoniasfetales que se

caracterizanpor su gran tamañoy que persistendurantetoda la infanciahastalos 6
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años de edadjunto a las espermatogoniasde transición. También encuentratres

variantesde espermatogoniastipo A, muy numerosasdesdeel nacimiento hastala

pubertad,y por últimodescribenespermatogoniastipo B presentesen númeromuy bajo

a partir de los 6 años de edad, pero cuyo número va aumentando lentamente.

Estos autores consideran que las característicasultraestructuralesde las

espermatogoniastipo A que aparecendurante la infancia, son similares a las que

aparecenen el testículoadulto,por lo quela denominaciónqueutilizan ellosparaestas

célulasdurantela etapainfantil es correcta.

Van Vorstenboschy col. (1984),realizan unainvestigaciónparaestablecerel

efectoque tiene la privación de gonadotropinassobre el desarrollode las células de

Leydig. Paraello utilizan testículosde cerdode diferentesedadesy testículosde fetos

de 75 díasdecapitados.

Desdeel periodofetal tardíohastadespuésdel nacimientodestacanel desarrollo

gradualdel RIL. En testículosde fetos decapitados,resaltanel escasodesarrollode

las células de Leydig, siendoel REL la organelamásafectada.Estos resultadosles

llevan a afirmar queel desarrollode la segundaondade célulasde Leydig se ve muy

afectadopor la falta de hormonasgonadotrópicas.

Estos mismosautoresy en este mismo año, amplíanel estudio iniciado a las

célulasde Sertoli, y compruebanque en los fetos decapitadosno existenalteraciones

en el desarrollode las células de Sertoli, hechoque les sugiereque su desarrollono

estácontroladopor las hormonasgonadotrópicas.

Prince(1984)examina,con microscopioelectrónico,el intersticio de testículos

prepuberales humanos, para clarificar y cuantificar los tipos celulares presentes durante

esteperiodo.

Determinaque las células de Leydig inmadurassuponenun 9%, las células

fibroblásticasprimitivasintertubularesun 63% y los fibroblastosperitubularesun 28%.

Compruebala estrecharelación entre los fibroblastos peritubularesy las células

fibroblásticasprimitivas, a las quedistinguepor su forma y su localización.
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Por otro lado, Princeobservaquelas característicasmorfológicasde las células

de Leydig inmaduras,son las típicasde una célulaproductorade esteroidesy éstole

lleva a considerarlascomo las progenitorasde la población de células de Leydig

adultas.Sin embargo,lo queno aclaratotalmentemediantesusinvestigaciones,es si

esta población inmaduraes un remanentede las células de Leydig fetales o si se

diferenciaa partir de las célulasfibroblásticasprimitivas.

Son muy interesanteslas aportacionesrealizadaspor van Vorstenboschy col.

(1984), en testículofetal y neonatalde cerdo. Realizanun estudioinmunocitoquimico

de los filamentos intermediosdesdeel 52 día de fecundaciónhasta el nacimiento,

periodoquecoincidecon la regresiónde las célulasde Leydig fetales.

Entre susresultadosdestacanla positividadde las células de Sertoli frenteal

filamento intermedio vimentina. En las células de Leydig también encuentranuna

positividad queva en aumentocoincidiendocon el procesode regresiónque sufren

estascélulas. Por otro lado, no encuentracélulaspositivasfrente a la desmina,y con

respectoa las citoqueratinassoloobservanreacciónen las célulasepitelialesde la red

testicular.

En 1985Waite y col., publicanun trabajosobrela maduraciónfuncionalde las

células de Sertoli y las de Lcydig de distintos mamíferos,y señalana la proteína

ligadorade andrógenos(ABP) comoun marcadorpostnatalde la secreciónproteicade

las célulasde Sertoli, y que estábajo el controlde la FSH. En ratas,su concentración

esmáximala tercerasemanade vida. Con la formaciónde la barrerahematotesticular

y el comienzode la secreciónde fluidos de lascélulasde Sertoli haciala luz tubular,

la ABP sevierte en parteal epidídimo.

También indican que algunasde las actividadesde las células de Sertoli

inmaduras,son reguladaspor la FSH, y así encuentranqueel númerode receptores

en éstascélulas aumentaligeramenteen corderoshastaaproximadamentelos 80 días

de edad.

En las células de Leydig la alta concentraciónde testosteronadeclina poco

despuésdel nacimiento y permanecebaja justo hasta antes de la pubertad. La
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concentraciónde LH tambiénvaríade la mismaforma: desciendepoco despuésdel

nacimiento,y vuelve a aumentardurantela pubertad,originandoun incrementoen el

númerode células de Leydig activas.

Medianteun cultivo conjuntode célulasde Leydig y célulasde Sertoli de cerdo,

se muestra que la FSH actúa vía célula de Sertoli estimulando la secreción de

testosterona por parte de la célula de Lcydig.

Nistal y col, en 1986, utilizan el método de la peroxidasa antiperoxidasa, para

detectarcélulas de Lcydig productorasde testosteronaen el testiculo humano.

Observanun descensomuy marcadode estascélulasa partir de los 3-6 meses

de edad.Hastalos seis añossoloencuentranun pequeñonúmerode célulaspositivas

a testosterona,y de aquí en adelanteel númerode célulasaumentagradualmente.

Con el microscopioelectrónicodiferenciancuatro tipos de células de Leydig:

las células de Leydig fetales, que aparecendesdeel nacimiento hastael año y que

tienen un núcleoredondo,abundanteREL y mitocondriascon crestastubulares; las

células de Leydig infantiles, presentes desde el nacimientohastalos 8-9 años, y que

muestranun REL pocodesarrollado,un núcleomultilobulado,yalgunasgotaslipídicas;

las célulasde Leydigprepuberalesparcialmentediferenciadas(deseisañosen adelante)

con un núcleo redondo, abundante REL, algunas gotas lipídicas y gránulos de

lipofuscina; por último las células de Leydig adultas desde los 8-10 años en adelante.

Las característicasultraestructuralesde las células de Leydig infantiles y la

ausenciade células fetalescuandoaparecenlas infantiles, les llevan a plantear la

hipótesisde que las célulasde Leydig fetalesoriginaríanlas de tipo infantil. También

planteanla posibilidad de que en la pubertadlos precursoresde miofibroblastosse

transformaríanen células de Leydig parcialmentediferenciadas,que a su vez se

transformaríanen Leydig adultas.

El desarrollo de las células de Sertoli de bóvidos es estudiado a nivel

ultraestructural por Sinowatz y Amselgruber, en 1986. Estos autores señalan que en

animalesde 24 semanas,los complejosde unión entrelas célulasde Sertoli vecinashan

completado su desarrollo y son la base de la barrera hematotesticular, que ya es
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funcional a partir 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 formación de la lámina

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

Lunstray col., en estemismoaño, analizanen testículode cerdo, con métodos

morfométricos, los cambios ultraestructuralesque sufren las células de Leydig en

animales de 40 a 250 días de edad, y los resultados los comparan con la capacidad in

vitro paraproduciresteroidesy la sensibilidaddeltejidotesticularalas gonadotropinas.

Por los datosobtenidosllegan a la conclusiónde que la pubertaden el cerdo

coincide con un aumento del volumen de la célula de Leydig, un gran desarrollo del

REL y una producciónmáximade esteroides,fenómenoque sucedeen animalesde

130-160 días de vida.

En 1988, Wrobel y col., estudianen bóvidos el desarrollopostnatalde la

población 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 células

peritubulares contráctiles y de los fibrocitos.

Desdeel nacimientoa la pubertad,baséndoseen la capacidadparaproducir

esteroides,distinguentres tipos de célulasde Leydig: fetales,prepuberalesy adultas,

Una de las aportacionesmás interesantesque hacenestos investigadoresal

estudio del testículo, es el análisis que realizan de la población de células

mononucleares libres, que suponen un 20-30% de las células intertubulares, y que están

integradas por linfocitos, células plasmáticas,macrófagosy ‘células intercalares

claras”. Estas últimas derivan de los monocitos y aparecen a partir de la semana 16

asociadas a las células de Leydig. Su función está asociada con la administración de

andrógenos testiculares y el mantenimiento del medio interno constante, siendo capaces
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de englobarmoléculasproteináceaspara transformarlasen material osmóticamente

inactivo.

También realizan un análisis sobre la modificaciónde la láminapropiatubular,

encontrando que en animales de 4 semanas de vida tiene un grosor de 2pm y una

apariencia multilaminar, con una sucesión de bandas electrodensas y electrolúcidas;

alrededor presenta una ó dos capas de células peritubulares con una ultraestructura

similar a las células mesenquimatosas. En animales de 20 semanas, la lámina propia

tiene un grosor de 2’5 pm, y está integrada por una sucesión de unas 20 bandas

electrolúcidasy electrodensas,disponiéndose alrededorde 3 a 5 capas de células

peritubulares.

La evolución del testículo equino es abordadapor Flores y col., (1989 a),

investigando estructural y ultraestructuralmente los cambiosqueexperimentael epitelio

de los túbulosseminíferosdesdeel periodofetal hastala madurez.

Establecencinco fasesen estedesarrollo: fetal, prepuberalinicial, prepuberal

tardía, puberal y adulta. La fase fetal, dura hasta el nacimiento, y se caracteriza por

un predominiodel intersticio sobre los túbulos, y por la presenciade 2 a 4 células

germinales por túbulo seminífero en posición central. La fase prepuberal inicial se

extiende hasta el año, y en ella aparece un mayor númerode gonocitos. La fase

prepuberal tardía (12-16 meses), se caracterizapor la presenciade lobulaciones

testiculares y el predominio de los túbulos sobre el intersticio, algunos de los cuales

presentanluz. En la fasepuberal(16-18 meses),los túbulos tienen la estratificación

característica, y entre las células de Sertoli existen uniones ocluyentes que forman la

basede la barrerahematotesticular.Porúltimo, la faseadultaseda en animalesde más

de dos años,y en ella se pueden distinguir los 8 estadiosdel ciclo del epitelio

seminífero y una sola capa de células mioides alrededordel túbulo.

Estos mismosautores(1989b), utilizando la técnicade PAP antitestosterona,

detectandurantela fase fetal positividaden células que identifican como células de

Lcydig fetales. Durante las fase prepuberal inicial la positividad es escasa, y en el

intersticio distinguen células de Leydig fetales en regresión y células pre-Leydig
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caracterizadaspor ser másalargadas.En la faseprepuberaltardíaexisteun predominio

de las célulaspre-Leydig. Durantela fasepuberaly la faseadulta , la mayorpartede

las células del intersticio son células de Leydig adultas, que se disponenformando

nidos y presentanuna fuerte positividadal sueroantitestosterona.

Kuopio y col., en estemismo año(1989a),estudianlos cambiosque sufren las

célulasde Leydig fetalesde ratasprepuberalesy lo relacionancon las variacionesen

la concentraciónde esteroidesy LH en el suero.

Señalanque en el desarrollode las células de Leydig se sucedentresperiodos

consecutivos:un periodofetal con células fetalestípicas;un periodojuvenil temprano

con célulasfetalesen regresión,y caracterizadopor la desintegraciónde los gruposde

célulasde Lcydig y el depósitode colágenoentreestascélulas;y un periodojuvenil

adulto, con célulasde Leydig adultasantesy despuésde la pubertad.

Observanademás,cómo la reducción del tamaño de las células de Leydig

coincide con una menor producción de esteroides, a la vez que se produce un aumento

del depósito de colágeno en el intersticio y modificacionesen las membranasbasales.

Para estos autoreslos resultadosobservadosson una evidenciade que la matriz

extracelular está involucrada en la regulación de las células de Leydig.

Paraanalizarmásen profundidadlos resultadosobtenidos,estosmismosautores

(1989b) realizan otra investigaciónsobre las membranas basales de las células de

Leydig fetales y adultas, utilizando el microscopio electrónico y técnicas de

inmunocitoquimica.Indican que las célulasde Leydig fetalesse disponen formando

gruposirregularesy quela mayorpartedela superficiede estascélulasestarecubierta

por unamembranabasalpositivaa lamininay a colágenotipo IV.

Las células de Leydig adultas que aparecenen grupos bien definidos y

delimitados por una fina capa de células envolventes presentan una membrana basal

discontinua y con escasa positividad a laminina y colágeno IV.

Concluyen el trabajo resaltando la importancia de la matriz extracelularen el

desarrollode las célulasde Leydig, ya quela migracióny adhesiónrequeridapara la

agrupación celular es mediada por la matriz.
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Russell y col. (1989), estudian el desarrollo postnatal de la barrera

hematotesticular en ratas, así como el citoesqueleto de las células de Sertoli y células

mioides relacionándolo con la secreción de fluidos tubulares.

Observanunarelacióntemporalentreel desarrollodel citoesqueletode actina

en la célula de Sertoli y la formación de la barrerahematotesticular,y utilizando

fijadores hipertónicos, comprueban la incapacidad de estos fijadoresparapenetraren

la zona central de los túbulos, en animales de 15 días, lo que les indica que a esta edad

la barrerahematotesticularya se ha desarrollado.Señalanademásque la formaciónde

la luz en el interior de los túbulos está muy relacionadacon la formación de dicha

barrera.

La involución de las células de Leydig fetales en la especie humana, es

estudiadapor Codesal y col. en 1990, a nivel ultraestructuraly con métodos

inmunohistoquimicos y cuantitativos. Sus resultados coinciden con la teoría 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 año, Bortolussi y col., analizanen testículo de rata desdeel

nacimiento a la pubertad, la variacióndel númerode receptoresgonadotropínicosen

las célulasde Leydig y de Sertoli: en la célula de Sertoli encuentranreceptorespara

la hormonaFSH, queaumentandurantelas dosprimerassemanasdevida coincidiendo

con una fase de proliferación mitótica de estas células; en las células de Leydig

detectanreceptoresanti HGC, siendosu número bajo durantelas primerassemanas

de vida, aumentando en la tercerasemanaa la vez quese producela segundafasedel

desarrollode las célulasde Leydig.

29



Revisión Bibliográfica

2.2.3. FASES PUBERAL Y ADULTA

Aunque la estructura del testículo, al igual que la de otros órganosdel animal

adulto, ya ha sido objeto de estudioen siglos anteriores,esa partir del siglo pasado

cuandoseprofundizaen su estudio. Una de las contribucionesmásrelevantesa este

estudioes la realizadapor Leydig en 1850 (citadopor Whitehead,1904) quedescribe

como elemento constante en los testículos de animalesadultoslas célulasintersticiales,

las cualesaparecencargadasde grasay pigmentos.Esteautor las denomina ‘células

del tejido conjuntivo”.

En 1896, Reinke (citadopor Whitehead,1904) observa,en el citoplasmade

célulasintersticialesdel testículohumanoadulto,unasestructurascristaloidesde forma

y tamaño variable, las cuales poseían las característicasde ser isótropas y las

propiedadesde solubilidady tintoriales típicasde las proteínas,conpocaafinidadpor

los coloranteshistológicos rutinarios. Aparecena partir de la pubertady no están

presentesen testículosde personasde edadavanzada.

En 1927, Bascomy Osterud,estudianel testículode cerdoy destacanel gran

desarrollode lascélulasde Leydig en el animaladulto,quellegan a constituirun 37%

del volumentesticular.

Mancini y col. (1952)son delos primerosinvestigadoresque realizan estudios

histoquimicosdel testículohumanoadulto,determinandola localizaciónde sustancias

como glucógeno,lípidos, mucoproteinas,ácido ascórbicoy fosfatasaalcalina. Entre

otrasutilizan las técnicasde impregnaciónargénticaconcarbonatode platade del Río

Ortega, método de la orceina, reacciónde iodo para el glucógeno,SudánIII, rojo

escarlata,métodode Gomori, etc...

Entre sus resultadosdestacanla positividad de todas las célulasdel epitelio

germinala la fosfatasaalcalina,y la presenciaen espermatogoniasy espermatocitosde

primerordendeglucógenoy lípidos, hechosquesugierenalos autoresque la actividad
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de éstascélulas estádirigida haciala división y diferenciación.

En las célulasde Sertoli tambiénencuentranlípidos y glucógenocuyacantidad

aumentacon la edad,a la vez que apareceácido ascórbico,lo que les lleva a pensar

que éstas células intervienen en el mantenimiento del epitelio germinal por medio de

alguna secreción hormonal o de sustancias nutritivas.

En la membrana basal de los túbulos observan positividad a las glicoproteinas

y fosfatasaalcalina. En las célulasde Leydig inmadurasencuentranfosfatasaalcalina

y lípidos, en las células de Leydig maduras, lípidos y ácido ascórbico, y en

fibroblastos, lípidos, algo de fosfatasaalcalinay ácidoascórbico.Estosresultadosles

llevan a postularque tanto las células de Leydig como los fibroblastos del tejido

conjuntivointertubulary de la paredtubular,derivandecélulasconjuntivasinmaduras,

y quelas célulasde Leydig puedentransformarseen fibroblastosen algúnmomentode

su involución fisiológica.

Leblond y Clermontson unosde los pionerosdel estudiodel ciclo del epitelio

seminífero, y en este mismo año (1952) realizan un análisis muy detallado de la

espermiogénesisen distintos roedores,utilizando la técnica del ácido periódico y

fucsinaácidasulfurada(PA-FSA) que les permitevisualizar en el citoplasmade las

espermátidas estructuras derivadas del complejo de Golgi. Dividen la espermiogénesis

en cuatro fases:del Golgi, del capuchóncefálico,del acrosomay de maduración,cada

una de las cualessesubdividea su vez, sumandoun total de 19 estadios.Calculando

la duración de cadauno de los estadios,determinanque la espermiogénesisen rata

requiereunos26 días paracompletarse.

Observan,además,que las células del epitelio seminíferose disponende una

maneraespecíficay ordenada,formandounasasociacionescelularesquese repiten de

forma cíclica a lo largo del tubo seminífero,a lo que denominanciclo del epitelio

seminífero, y que abarcauna serie de cambios que se producen en una área

determinadaentrela apariciónde dosasociacionesidénticas,distinguiendoen ¿114de

los 19 estadiosde la espermiogénesis.

Unosde los primerosinvestigadoresquerealizanun estudioultraestructuraldel
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testiculo fueron Fawcett y Burgos en 1956, que describen las células de Sertoli en el

testiculo adulto humano.

Entre las aportaciones más importantes que realizan estos autores, destacan la

de descartar la idea que se tenía hasta entonces de que las células de los túbulos

formaban un sincitio, ya que observan que cada célula de Sertoli está rodeada por una

membrana basal continua y presenta una superficie apical muy irregular con profundos

entrantes donde se localizan las cabezas de las espermátidas.

Así mismo, en el núcleo de la célula de Sertoli, observan una marcada indentación

y en el nucleolo describen un cuerpo esferoidal con uno o dos cuerpos de baja densidad

adheridos a él. En la matriz citoplasmática describen la presencia de grupos de finos

filamentos, de gotas lipídicas en la zona basal celular, de grandes gránulos homogéneos

de glicoproteinas, así como de escasas cisternas de REy de cristaloides de Spangaro

formados por largos filamentos asociados a fascículos fusiformes.

Oakberg, en 1957, aplicando la técnica del ácido periódico de Schiff describe

16 estadios en la espermatogénesis del testículo de ratón, Los 12 primeros se

corresponden con un ciclo del epitelio seminífero y son necesarios cuatro ciclos para

que unaespermatogoniatipo A se transformeen espermatozoide.Determinaque el

tiempo requerido para que se complete un ciclo del epitelio seminífero es de 207 horas,

y el tiempo de duración de la espermatogénesis es de 34 días y medio.

Aunque ya algunosautoreshabíanseñaladola existenciade actividadcontráctil

a nivel de los túbulos, una de las primeras investigaciones sobre el origen de esta

actividad fue realizada por Clermont en 1958, que señala la presencia de elementos

celulares contráctiles alrededor de los túbulos seminíferos de testículo de rata , con

características similares a células musculares lisas . Este autor los clasifica como un

“nuevo epitelio contráctil”.

Describe cuatro capas alrededor de los túbulos , dosde naturalezacelulary dos

de naturaleza acelular: la más interna está 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 está integrada por fibroblastos.
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Por último, este autor señala la importancia de éstas células en la liberación de

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

En 1959, Clermont y Leblond, estudian el ciclo del epitelio seminífero del

mono identificando doce estadios en el mismo y realizando además un análisis de la

diferenciación y renovación de las células germinales.

Distinguen dos tipos de espermatogonias, las A y las B, con varios subtipos

cada ¡ma. Así, en las gonias tipo A, diferencian las A1 de núcleo pequeño esférico y

uniformemente teñidas, que a su vez pueden ser pálidas y oscuras, y las gonias tipo

A2, de núcleo más grande y ovalado, con gruesos gránulos de cromatina y con un

nucleolo en forma de “lágrima”.

Entre las gonias B diferencian varios tipos, las B1 , las B2 y las B3. Las gonias

tipo B1 presentan un núcleo grande y ovoide con gruesos gránulos de cromatina

adosadosa la membrananucleary al nucleolo, las goniastipo B2 tienenel núcleomás

pequeño y ovoideo y presentan más cromatina y las gonias tipo B3 se caracterizan por

su núcleo pequeño redondo y oscuro.

Pereyy col. en 1961, realizan un análisis del epitelio seminíferode rata en

cortes seriados de testículo de animal adulto y establecen una serie de conceptos.

Definen como segmentosaquellaszonas del túbulo, de longitud variable,

ocupadas por una asociación celular. En el ciclo del epitelio seminífero reconocen 14

estadiosque se sucedenen el tiempo en cualquier área del túbulo, y por tanto

contabilizan 14 tipos de segmentos.Denominanonda del epitelio seminífero a una

sucesión completa de los 14 segmentos junto con pequeñas zonas de modulación, y

calculanque en todala longitud de un túbulo seproduceuna mediade 12 ondas.

Estos mismosautores,observantambiénla modificación que sufre el epitelio

seminíferoen la zonade unión con los túbulos rectos,caracterizadapor unadeplección

del elementogerminalmaduro,y quedandola pareddel túbulo tapizadapor célulasde

Sertoli y gonias. Posteriormente,éstas últimas desaparecen, produciéndose a

continuación una transición brusca a un epitelio cúbico típico de los túbulos rectos.
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Un año más tarde (1962) Vilar y col., estudiando las células de los túbulos

seminíferos del testículo de rata, cobaya y hombre con microscopio electrónico,

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

actuariacomopuente.Segúnestosautoreslas únicasquetomandirectamenteelementos

del intersticio son las espermatogoniasque contactandirectamentecon la membrana

basal.

Brñkelmann,en este mismo año, analizandoultraestruturalmentela presencia

de grasaen las células del túbulo seminíferode ratasadultas, observagrandesgotas

de material lipídico en las células de Sertoli después de la fagocitosis de los cuerpos

residuales, así com en todas las células germinales, siendo las inclusiones de mayor

tamaño en las células más maduras.

Indica además este autor que las estructuras citoplasmáticas de las células de

Sertoli son las típicas de una célula productora de esteroides y que sufre variaciones

cíclicas. Durante la primera fase de la espermatogénesisse reducela presenciade

material lipídico en las células de Sertoli, ya que se utiliza para la síntesis de hormonas

esteroideas. Considera que la primera fase del ciclo estaría reguladapor alguna

hormonasintetizadapor las células de Sertoli bajo la influenciade la FSH

En 1963, Clermontanaliza,en cortesseriadosde testículode hombre,el ciclo

del epitelio seminíferoy describeseis asociacionescelulareso seis estadios.Llega a

la conclusiónde que, aunqueexisteun patrónclaro en el ciclo del epitelio seminífero,

los estadiosno aparecentanperfectamente delimitados como en otras especies.

Christensen y Fawcett en 1966 observan, al microscopio electrónico, las células

intersticiales del testículo de ratón, después de la fijación con glutaraldehido, que

preservamejor los reticulos, y señalanquelos elementosprincipalesde estascélulas

son, por unaparte,el REL constituidopor unaextensaredde túbulos interconectados

que ocupan casi todo el citoplasma celular y, por otra, las mitocondrias de crestas

tubulares. Describen también la presencia de un sistema de túbulos paralelos de pared
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dobley un sistemade membranasconcéntricasalrededorde unagota lipídica o de otra

inclusión, lo queconsiderancomo modificacionesdel REL. Destacanla importancia

de esta organela como lugar de síntesis de andrógenos y señalan que las formaciones

membranosas concéntricas serían zonas de almacenamiento del colesterol.

Las células intersticiales del testículo de cerdo adulto son estudiadas por Belt

y Cavazos, en 1967, con microscopiaelectrónica,y al igual que otros autoresen

diferentesespecies,resaltanel gran desarrollodel REL y de las mitocondrias,la

mayoríaesféricasy con crestastubulares.Describen,además,la presenciade unos

cuerposdensosasociadosa las mitocondrias,de tamaño y númerovariable, y que

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

En este mismo año, Ross, describe ultraestructuralmentelas células

peritubularescontráctiles de los túbulos seminíferos del ratón, que se disponen

formandounacapasimplealrededordecadatúbulo,debajode la cualapareceunacapa

integradapor fibroblastos.

Las células peritubulares poseen, segun este autor, numerosos filamentos de 40

A de diámetro 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

citoplasmática.Así mismo,describepequeñasvesículasen la membranay la presencia

de un material amorfo con aparienciade membranabasalalrededorde éstascélulas.

Por último el autordestacala naturalezamuscularde estos elementos,y abogapor su

posibleorigen a partir de fibroblastos.

La estructurade loscomplejosdeunión entrelas célulasde Sertoli y las células

del epitelio seminífero es estudiada por Flickinger y Fawcett (1967) en ratón, gato y

chinchilla. Entre células de Sertoli adyacentes,observan uniones desmosómicas

caracterizadaspor tenerun espaciode separaciónde 70 a 90 A de grosor. Debajode

cadamembranacitoplasmáticaaparecengrupos de filamentosquecorrenparalelosa

la superficie celular y que están asociados a cisternas de RE localizadas por debajo de

ellos. Las cisternasde RE tienenadosadosribosomasen la carainterna. Estos autores
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comparan las uniones entre las células de Sertoli y las espermátidas con

hemidesmosomas ya queapareceel mismo tipo de estructuradescrito anteriormente

pero sólo en la célula de Sertoli. Comprueban además la ausencia de uniones entre las

células de Sertoli y el resto de células germinales, fenómeno que permite el

movimiento de estapoblacióncelular,mientrasquela presenciade complejosde unión

entre las células de Sertoli interviene en el mantenimiento de la integridad de las

células del epitelio seminífero.

Swierstraen 1968 identifica 8 estadiosen el ciclo del epitelio seminífero de

cerdo.Mediantela utilizaciónde marcadoresdeterminaademásla duraciónde un ciclo

en 8,6 días y del tránsito del espermatozoo a través del epidídimo en 10,2 días.

En 1969 Fawcett y col., demuestran la existencia de un extenso sistema de

sinusoides linfáticos de pared muy delgada, en el intersticio testicular de cobayas y

chinchillas. El endotelio de estos sinusoides aparece en estrecha relación con la lámina

propia de los túbulos seminíferos por un lado, y con agrupaciones de células

intersticiales por otro. Estos autores señalan la importancia de este sistema en la

distribución de andrógenos dentro del testículo y en la recaptación de las proteínas

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

Dymy Fawcett en 1970, señalan la importancia de las células de Sertoli en el

mantenimiento de la barrera hematotesticular. Inyectando marcadores electro-opacos

observan como éstos llenan los canales linfáticos y el intersticio testicular, y entran en

el compartimiento basal de los túbulos seminíferos pero no alcanzan la luz tubular ya

que se lo impide la presencia de estrechas uniones entre células de Sertoli adyacentes.

Estas dividen al túbulo seminífero en dos compartimientos, el basa], que contiene

gonias y los espermatocitos más primitivos, y el compartimiento adluminal donde se

encuentran las células germinales más maduras.

En 1972 Foate y col., utilizan como criterio la forma del núcleo de la

espermátida, su localización con respecto a la membrana basal, la presencia de figuras
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meióticasy la liberación de espermatozoidesa la luz del túbulo, para dividir el ciclo

del epitelio seminífero del perro en ocho estadios. Marcan además las células

germinales con H-timidina y determinan la duración del ciclo seminífero en 13,6 días.

Un estudio comparativo de los vasos linfáticos del intersticio testicular en

diversos mamíferos, es realizado por Fawcett y col. (1973), llegando a la conclusión

de que sólo en roedores existen amplios sinusoides linfáticos peritubulares, y que en

el resto de las especies estudiadas aparecen discretos vasos linfáticos, estando en

algunas zonas el intersticio en contacto directo con la lámina propia de los túbulos

seminíferos.

En este mismo año, Connelí estudia ultraestructuralmente el intersticio del

testículo de perro donde destacala presenciade varias capas de células mioides

caracterizadas por presentar en su citoplasma grupos de microfilamentos, gránulos de

glucógeno, escasascisternasde RER y vesículasde micropinocitosisa nivel de la

membrana citoplasmática. Próximas a los capilares sanguíneos encuentra agrupaciones

de células de Leydig que contactanentresí por medio de uniones tipo GAP. Por

último, describeun tercer tipo de células con característicasintermediasentre las

célulasde Leydig y las célulasmioides,queselocalizanentrelos túbulosseminíferos

y los vasos linfáticos o sanguíneos.

Dym(1973), investiga en el mono, con el microscopio electrónico y utilizando

trazadores, la importancia de las uniones entre células de Sertoli adyacentes en el

mantenimientode la barrerahematotesticulary en la división del túbulo seminífero,

imprescindible para crear un medio especial donde se producen los procesos de división

durantela espermatogénesis.

El ciclo del epitelio seminífero del caballo es estudiado por Swierstra y col.

(1974), que lo dividen en ocho estadios y calculan su duración en 12’2 días. Señalan

además que durante la estación reproductora la espermatogénesis es mayor, ya que ven

que durante esta época el número de espermatocitos primarios es mayor.
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Leesony Cookson(1974),realizanun estudioestructuraly ultraestructuralde

la cápsulatesticularde rata, gato,perro y hombre, confirmandola presenciade tres

capas, la túnica vaginal, la túnica albugíneapropiamentedicha, y la túnica interna

vascular. Además, observanla presenciade fibras musculareslisas en la túnica

albugíneade las cuatro especies,siendo más numerosasen el poío posterior del

testículo, y la existenciade algunasfibras muscularesestriadasen la cápsulatesticular

de perro y rata. La presenciade estos elementosmuscularesla relacionan con el

movimientode los espermatozoidesdesdeel testiculohastael epidídimo.

En 1975, Leesonestudiael desarrollopostnatalde los elementosmusculares

lisos de la cápsulatesticularde rata, desdeel nacimientohastalos 60 días de edad,

comprobandoqueestoselementossepuedendistinguir yaal nacimientopor mediodel

microscópioelectrónico,mientrasquehistológicamentese puedendiferenciara los 30

días.

Clark (1976),es uno de los primerosinvestigadoresque utiliza el microscopio

electrónicode barridoparael estudiodel testículo,encontrandotres tipos de espacios

linfáticos comunicadosentre sí, en el tejido intersticial de rata. Al primer tipo le

denomina“sinusoidelinfático peritubular” y se caracterizapor estar localizadoentre

dos túbulosseminíferosadyacentesy por estardelimitado por un endoteliocontinuo;

el segundotipo apareceen espaciosintersticialesabiertosy su paredestádelimitadapor

un endoteliodiscontinuo;el tercertipo es un sinusoidelinfático localizadoentre la

túnicaalbugíneay el intersticio.

En este mismo año, Connelí observatambién por medio del microscopio

electrónico de barrido en el intersticio testicular del perro, canales linfáticos

peritubularesdelimitadospor un endoteliocontinuoo discontinuoque, generalmente,

están en estrecharelación con grupos de células de Leydig. La presenciade gotas

lipídicasen el interiorde algunascélulasendotelialesle lleva a plantearsela posibilidad

de queestascélulasparticipenactivamenteen la esteroidogénesis.
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Fritz y col. (1976), miden en cultivos celulares de células de Sertoli la

capacidad de éstas para unir andrógenos, comprobando que la secreción de proteína

ligadora de andrógenos (ABP) aumenta después de un tratamiento con FSH y AMPc.

Estosautoresllegan a la conclusiónde que la ABP es producidapor las células de

Sertoli.

En estemismoaño, Russel(1977a),en un estudioestructuraly ultraestructural,

observacómo la célulade Sertoli estableceunionestipo desmosómicascon todaslas

célulasde la línea germinalexceptocon las espermátidasalargadas.Estasunionesse

caracterizanpor presentarun materialdensodebajode cadamembranaplasmática.La

distanciaquequedaentreambascélulasvaríaentre3-Snmen algunaszonasy 14-l8nm

en otras, y en algunasregiones del espacio intercelular apareceuna línea densa

intermediafrecuentementediscontinua.

Esteautor utiliza la denominación“unionestipo desmosómica”,indicandoque

aunqueexiste mucha similitud con los desmosomas,no coinciden totalmentecon la

descripciónclásica de estasestructuras,y así mismo estáen desacuerdocon teorías

postuladasanteriormentequeconsideranquela mayoríade las célulasgerminalesestán

libres de unionesy estoles permitedesplazarsehacia la luz tubular.

Continuandoen ésta misma línea de investigación,Russel (1977b) utiliza

fijadoreshipertónicosparaanalizarel movimientodel espermatocitoprimariodesdeel

compartimientobasal al adluminal, observandoque los espermatocitosen fase de

preleptoteneson las primerascélulas de la líneagerminalque pierdenel contactocon

la membranabasal y que las uniones que establecencon las células de Sertoli

desaparecenen algunaszonasparavolversea formaren otras.La ausenciade fijadores

alrededorde los espermatocitosen leptoteney la presenciade complejosde uniónentre

los procesoslateralesde las célulasde Sertoli queenvuelvenpor arriba y por abajoa

estascélulas,puedeconsiderarseindicativade que los espermatocitosen leptotenese

localizan en un compartimientointermedio el cual actuaríacomo una cámarade

transiciónentreel compartimientobasaly adluminaldel epitelio seminífero.

Esteautor concluyedestacandola importanciaquetienenlas célulasde Sertoli
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en la transferenciade lascélulasgerminalesdesdeel compartimientobasalal luminal,

y la existenciadel compartimientointermedioen el mantenimientode la barrera

hematotesticular

En estemismoaño,Toyamay col., trabajancon muestrasde testículode cerdos

normalesy criptórquidos,haciéndolasreaccionarcon meromiosinapesadadespuésde

un tratamientocon saponina,paradeterminarla composiciónde los filamentosfinos

de las célulasde Sertoli.

En la zonabasalde estascélulas,y en zonaspróximasa los espermatocitosde

todos losanimales,observanmicrofilamentoscortosde naturalezaparecidaa la actina

queintegranla capafilamentosaqueexisteen los complejosde uniónentrelas células

de Sertoli y las espermátidas.Además,evidencianen las célulasde Sertoli de animales

criptórquidos,unaestructuracristaloideintegradatambiénpor elementosfilamentosos

de naturalezasemejantea la actina, y consideranque se tratade gruposde filamentos

queal no poderformar las especializacionespor no existir espermátidas,se acumulan

y forman estasestructuras.

Por último señalanquela naturalezade estosmicrofilamentosesdiferentea los

que integranlos cristalesde Charcott-Botcherde las célulasde Sertoli del testículo

humano.

En el conocimientodel testículohasupuestoun gran avancecientíficoel estudio

de los filamentosintermediosdecadatipo celular ya queha permitido asídilucidar su

origen. Los pionerosen estetipo de investigacionesson Frankey col., queen 1979,

medianteuna técnicade inmunofluorescenciaindirecta demuestranla presenciade

vimentina formandounaextensared a través del citoplasmade la célulade Sertoli así

comola ausenciade queratinaen estascélulasy en las células germinales.

Por los resultadosobtenidos,estos autoresllegana la conclusiónde que las

células de los túbulos seminíferosson de origen mesenquimatosoaunquecon una

diferenciaciónepitelioide. La presenciade vimentina en las células de Sertoli la

relacionancon el mantenimientode la forma celular.
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En 1980, Clermonty col, analizan en testiculode ratón,loscambiosquesufre

el RE localizadoen los procesosapicalesde las células de Sertoli duranteel periodo

anterior a la liberación de las espermátidas.Describendos tipos de cisternasde RE,

unasaplanadasy lisas y otrastubularescomunicadasentresi, estandolas primerasmuy

desarrolladasy formando unas laminillas concéntricas, y, las segundas, menos

desarrolladasy formandounaredcontinua,al principio del estadioVII. Pocodespués,

las cisternaslisasempiezanainvolucionarmientrasquelasotrassedesarrollana través

de los procesos apicales, de forma que en el momento de la liberación del

espermatozoidesólo quedancisternasdispersas.

Este mismo año, Mori y Christensenrealizan un estudiocuantitativo de las

célulasde Leydig y susorganelasen ratas.

Paracalcularel volumende estascélulas utilizan un microscopiocon objetivo

de 40 aumentosy adaptanuna gradillapunteadaal ocular. La densidadde volumenla

obtienendividiendo el númerode núcleosde células de Leydig que coinciden con

puntospor el númerototal de puntosde la gradillay, el númerode célulasde Leydig

por unidadde volumentesticularlo hallanutilizando la ecuaciónde Floderus: Nv=

NA! T+D-2h, dondeNA es el númerode núcleospor unidadde área,D es la media

del diámetronuclear,T esla mediadel grosorde la seccióny h es la alturadel núcleo

más pequeño. El volumen medio de las células de Leydig lo obtienenal dividir la

densidadde volumenentrela densidadnumérica.

Para estimar la densidad volumétrica de las organelasy la densidad de

superficie de las membranas,utilizan electronografíasde células de Leydig a un

aumentode 10.800, mientrasque emplean un aumentode 72.000 para medir la

densidadde superficiede las organelas.

Entre otros datosobtienen que las células de Leydig ocupan un 2,7% del

volumentotal testicular, y que el REL representaun 60% del total del áreade la

membranacelular.

Leesony Forman(1980), queestudianlas célulascontráctilesdel testículode

conejo,señalanquela cápsulatesticulardelos animalesadultosestáintegradapor 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 testículo, todas

ellas caracterizadaspor presentarcuerposdensosen la membranacelular,vesículasde

micropinocitosisy miofilamentosque ocupancasi todo el citoplasmacelular.

Estosmismosautoresindican tambiénquelas célulasperitubularescontráctiles

madurasaparecenen animalesde unos112 días y secaracterizanporquese disponen

en dos capasseparadaspor una zonaacelular.Externamentea la membranabasal del

túbulo existe un espaciocon fibras de colágeno;luego apareceuna capade células

peritubularescuyo citoplasmatiene numerosasmicrofibrillas asociadasa cuerpos

densos,vesículasdemicropinocitosisy alrededorde la superficiecelularunamembrana

basal; a continuación,existe unacapaacelulary más externamentehay fibroblastos

orientadoslongitudinalmentealrededordel túbulo.

La presenciade transferrina en el testículo es demostradapor Skinner y

Griswold (1980), los cuales,medianteuna seriede pruebasbioquímicasaislan una

proteína, en cultivos de células de Sertoli, con idénticas característicasque la

transferrinasérica. Esta proteínasuponeentre el uno y el cinco por ciento de las

proteínassecretadaspor las célulasde Sertoli y actúaaportandohierro a las células

germinalesen desarrollo.

Estosmismosautoresaislanotra proteínasecretadapor las célulasde Sertoli y

la identifican comoceruloplasmina,una proteínatransportadorade Cu.

En 1981, Wrobel y col. realizan unas aportacionesmuy interesantescon

respectoal intersticio del testículobovino, ya queencuentranentrecélulasde Leydig

adyacentes,ademásde unionestipo GAP, canalículosintercelulares,los cuales son

interpretadoscomoun caminoalternativopara la liberación de hormonasesteroideas

por parte de las células que están a mayor distancia de los vasos sanguíneosy

linfáticos.

Consideran,además,que las unionestipo GAP modularíanla producciónde

andrógenostesticulares,ya que estetipo de unión permiteel intercambiode iones y

pequeñasmoléculas,de tal forma que las células próximas a los vasos, al recibir
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señales gonadotrópicas, producirían pequeñas moléculas mensajeras capaces de pasar

a través de las uniones a células más distantes de los vasos.

Estos autoresdescriben, también en el intersticio, una población de células

electrolúcidas,alas quedenominan“célulasintercalaresclaras”, cuyafunción seríala

intervenciónen el procesode almacenamientoy distribuciónde andrógenos,ya que

emitenprocesoscitoplasmáticosquese localizanentrelas célulasde Leydig y los vasos

sanguíneosy linfáticos.

Hutson y Stocco (1981),medianteestudiosen cultivos celularesde célulasde

Sertoli y célulasperitubularesen conjuntoy por separado,demuestranque las células

de Sertoli producen mayor cantidadde proteína ligadorade andrógenos(ABP) en

asociacióncon las célulasperitubulares.Esto les sugiereque lascélulasperitubulares

no actúansólocomoelementode soporte,sinoquepodríanademásestarinvolucradas

en la regulaciónde las célulasde Sertoli.

Paniaguay col. (1984), señalanla existenciade laminillas anularesen las

células de Sertoli humanasy, por su relación con cisternasde RER consideranque

podríanderivar de éstas. También observanque la aparición de estas estructuras

coincidecon unadisminuciónde RiER y REL, por lo queespeculancon la posibilidad

de queestasestructurasrepresentenun reservoriode membranas.

Elcock y Schoning(1984), unosde los pocos investigadoresque trabajan en

testiculo de gato,describenalgunoscambiosque seproducenen el testículofelino con

la edad,y entreotros citan el engrosamientode la túnicaalbugínea,el aumentoen el

depósitode lipofuscinaen el interior de lascélulas intersticiales,el engrosamientode

las membranasbasalesde los túbulos y la vacuolización que sufreel citoplasmade

algunascélulasde Sertoli.

En 1985, Moralesy col., investigan,mediantela utilización de trazadores,la

actividadendocíticade los procesosapicalesde la célulade Sertoli, demostrandoque

la eliminaciónde los cuerposresidualespor partede la célulade Sertoli selleva acabo
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mediantedos procesosdistintos, uno de fagocitosisdel cuerpo residual y otro de

endocitosisde fluidosqueorigina la formacióndelisosomas,los cualesposteriormente

se fusionancon el materialfagocitado.

Paniaguay col. (1985), describenalgunasalteracionesque aparecenen las

célulasde Sertoli de personascon edadavanzada,destacandoentreotras, el acúmulo

gradual de lípidos y la presenciaen el interior del citoplasmade estas células de

vacuolasconun contenidosimilaral encontradoen la luz tubular, queson interpretadas

comodilatacionesdel espacioextracelularoriginadaspor unaexfoliaciónprematurade

las células germinales.Por último, destacanla presenciade células multinucleadas

procedentesde la fusión de células degeneradas.

Los autorespiensanque estos cambios se producencomo consecuenciade

algunasalteracionesqueaparecencon la edad,comoson, la disminuciónen los niveles

de testosteronay la apariciónde alteracionesvascularescomola arteriosclerosis,que

podríaactuardisminuyendola actividadmetabólicade las célulasque participanen la

espermatogénesis.

Póllánen y col. (1985), realizan un estudio inmunihistoquimicodel testículo

humanoutilizandocomoantisueroprimario la lamininay el colágenotipo IV.

Encuentranpositividaden la membranabasalde los túbulos seminíferosy en

la capa de células peritubularesfrente a ambosanticuerpos,y ademásobservan

reacciónen las células de Sertoli frente a laminina.Los resultadosobtenidosles hace

pensarqueestassustanciaspuedenestarsecretadaspor las células mioides y por las

células de Sertoli.

Pier (1985), es uno de los pocos investigadoresque realiza un estudio

histológicomásen profundidaddel testículodel gato,describiendoochoestadiosen el

ciclo del epitelio seminífero,y calculandoademásel diámetro medio de los túbulos

seminíferosen 239 ~m.

Kirkpatrick (1985),mide en gato, la concentraciónde testosteronaplasmática
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y el pesodel testículoduranteun ano entero,comprobandoqueel pesotesticularsigue

unospatronesestacionalesobteniendovaloresmáximosen la épocareproductora.Sin

embargo, tambiénencuentraque los túbulos seminíferosproducenespermatozoides

durantetodo el añoy quela fluctuaciónen la concentracióndetestosteronaes mínima.

Estos datos les sugierenque el celo del gato no es estacionalaunqueexistecierta

influenciapositiva del fotoperiodosobreel pesotesticular.

Skinnery col. (1985),investiganla síntesisy el depósitode componentesde la

matriz extracelularen cultivos celularesde células de Sertoli y célulasperitubulares

procedentesde testículoderata.Utilizandotécnicasinmunohistoquimicascomprueban

que las células de Sertoli reaccionanespecíficamentefrente a colágenotipo IV y

laminina, mientrasquelascélulasperitubulareslo hacenfrente afibronectina,colágeno

tipo 1 y colágenotipo IV. Observan,además,queen los cultivos de ambostipos de

células seproduceun aumentoen el depósitode matriz extracelular,demostrandoasí

queexisteunacooperaciónentreellasparala formacióny depósitodelos componentes

de la matriz.

Miettineny col. (1985),conla técnicainmunocitoquimicade la peroxidasa-anti-

peroxidasa, corroboran la presencia de vimentina en las células de Sertoli,

comprobandoademásqueestefilamentotambiénseencuentraenlas célulasdeLeydig.

Por otra parte, estosmismosautoresobservancélulaspositivasa citoqueratinasen el

epitelio de la redtesticular.

Un año más tarde(1986), y siguiendoen esta mismalínea de investigación,

Virtanen y col. analizan la composición del citoesqueletode las células mioides

peritubulares del testículo humano y de rata mediante inmunofluorescencia,

demostrandoqueestascélulaspresentanuna fuertereacciónfrentea la desminay una

débil reacciónfrente a la vimentina.

Por los resultadosobtenidosllegan a la conclusiónde que las células mioides

son células musculareslisas especializadasy quepresentandesminacomoprincipal

filamento intermediode su citoesqueleto.
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En 1986 Nistal y col, calculan el número de células de Leydig mononucleadas

y multinucleadas que hay en testículo humano adulto, utilizando la técnica de

peroxidasa-anti-peroxidasapara la detecciónde testosterona.Los datos queobtienen

les indican que con la edad se produce un aumento en el número de células

multinucleadas,a la vez quela población total de células de Leydig disminuye.

Otro grupo de investigadoresencabezadotambién por Nistal (1986),siguiendo

en la líneade investigacióndelas modificacionesdel testículocon la edad,encuentran

que el aumentoen el númerode espermátidasmultinucleadasen la luz del túbulo

seminíferoesotra manifestaciónde losprocesosinvolutivosqueafectanalos testículos

de personasde edadavanzada.

En éste mismo año Sinowatz y Amselgruber, en un análisis del desarrollo

postnataldel testículobovino, describencélulasde Sertoli madurasen animalescon 10

mesesde edad,destacandoen su estudioel grandesarrollodel REL y la presenciade

numerososmicrotúbulosparalelosal eje longitudinaldela célula,los cualesconfiguran

el citoesqueletocelular.Además,coincidenconotrosautoresen la funciónmoduladora

queejercenlas célulasde Sertoli sobreel desarrollode las célulasgerminalesa través

dela secrecióndesustanciascomola proteínaligadoradeandrógenos,el plasminógeno

activador,la transferrinay la ceruloplasmina.

Wrobel y Hees(1987),encuentrancélulasde Leydig en la túnicaalbugíneay

en el estromadel mediastinodel testículodegato.Estosautoresconsideranque setrata

de célulasde Leydig ectópicasy quepodríantener importanciaen el abastecimiento

de la cabezadel epidídimocon andrógenos.

En un trabajo publicado también en 1987, Takano y Abe describen

histológicamentelos cambiosregresivosqueseproducenen testículo de ratón con la

edad, destacandoentreotros, la aparición de vacuolasen el túbulo seminífero, la

presenciaen la luz tubularde espermátidas,espermatocitosy células multinucleadas,

la existenciatambiénen la luz tubularde nódulosovoidesPASpositivosintegradospor
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macrófagos,el aumentodel grosorde las membranasbasalestubularesy la aparición

de atrofias tubulares.

Estos autorescitan como principalescausasde estos cambios regresivos,la

disminuciónquese produceen el aportesanguíneo,el agotamientode las célulasde

Sertoli quealterala barrerahematotesticulary facilita la creaciónde anticuerposfrente

a las propias células germinales, el engrosamiento de las membranas basales por el

depósito de complejos Ag-Ac y la baja producción de testosteronapor el

envejecimientode las célulasde Leydig.

Paniaguay col. (1987), determinan las variaciones en el número de

espermatogoniasAd (núcleooscuro),Ap (núcleopálido), Al (núcleoalargado)y Ac

(núcleocon zonasclaras y oscuras),a travésde los seisestadiosdel ciclo del epitelio

seminífero humano y cuantifican su contenido en DNAmediante la técnica de tinción

de Feulgen. Los datos obtenidosles llevan a formular la siguiente hipótesis: las

espermatogoniasAd son el origende todaslas demás,y por replicacióndel ADN de

algunas de éstas aparecen las Al; otras sufren una división originando más

espermatogoniasAd, que mantienen la frente de células germinales, y también

espermatogoniasAp. Estasúltimas sufrenuna replicaciónde su ADN convirtiéndose

en espermatogoniasAc quepor mitosis originan espermatogoniasB.

La presenciade inhibinaes analizadapor Cuevasy col. (1987),queutilizan la

técnicade inmunoperoxidasaavidina-biotina paraponerlaen evidenciaen las células

del testículo. Soloobservansu presenciaen el interior de las célulasde Sertoli,por lo

que llegan a la conclusiónde queestascélulas produceninhibinaen respuestaa una

estimulaciónde la FSH.

Amlani y Vogí (1988), analizan los cambios que se producen en la distribución

de los microtúbulosy de los filamentosintermediosde las células de Sertoli, durante

la espermatogénesis.

Los microtúbulosson muy evidentesen los procesoslateralesque envuelvena

las espermátidas.Cuandoéstas ocupan las zonas más apicales,los microtúbulos se
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orientanparalelosal eje longitudinal de la célula de Sertoli y se van concentrando

progresivamenteen la regiónadyacenteal acrosoma,formandounaestructuraen forma

de “C” quedesaparecedurantela espermiación;los filamentosintermediosselocalizan

alrededordel núcleoy desdeallí seextiendenhacialaszonasque presentancomplejos

de unión con las células germinales más inmaduras,así como hacia las regiones

apicales,dondese asociande maneratransitoriacon los filamentosde actina de las

especializacionesectoplásmicasqueestánen contactocon las espermátidasalargadas.

Los filamentosdesaparecencuando las espermátidasadquierenlas posicionesmás

apicales.

Gardec y col. (1988), confirman mediante técnicas inmunohistoquimicas la

presenciadeinhibinaenlascélulasde Sertoli,evidenciándolatambiénen algunade las

células germinales, las cuales, según estos autores,podrían actuar modulandola

producciónde inhibinapor partede la célulade Sertoli.

Sin embargo,una de las aportacionesmás interesantesque realizan es la

observaciónde una reacciónpositiva por partede las células de Leydig frente a la

inhibina, lo que consideranque podría debersea la existenciaen estas células de

receptoresespecíficos.

Laactivina,proteínacompuestapor dímerosdelas subunidadesdeinhibinabeta

y con un efectoopuestoa la inhibina, es investigadapor Lee y col, en 1989, que la

aislan en cultivos de células de Leydig, llegando a la conclusión de que esta sustancia

es producida por dichas células.

Anthony y Skinner (1989) evidencian la presenciade desminay fosfatasa

alcalina en cultivos de células mioides peritubulares,comprobandoademásque los

andrógenosestimulan la actividad de la fosfatasaalcalina de dichas células. Estos

resultadosles llevan a pensarque la acción que ejercen los andrógenossobre el

testículopodríaestarmediadapor lascélulas mioides.

En 1990 Santamaríay col., realizan un estudio inmunocitoquimico con
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laminina,colágenotipo IV y fibronectinaen testiculohumanodesdelos 2 a los 40 años

deedad.Estosautoresobservanlamininaen la parteinternadela láminapropiadelos

túbulos seminíferos,a partir de la infancia. La fibronectinala detectanen todo el

grosor de la lámina propia y en el tejido conjuntivo intersticial. Con respectoal

colágenotipo IV, observantambiénpositividaden toda la lámina propia, aunquela

inmunotinciónes menordurantela infancia.

Grove y col. (1990), mediantetécnicasde inmunofluorescenciadetectanla

vinculina, proteínade 130 Kd que contribuyeala adhesióndelos filamentosde actina

a la membranaplasmática.Estosautoresobservansu presenciaen las especializaciones

ectoplasmáticasde las regionesde las células de Sertoli próximasa las espermátidas,

y basalmente próximas a los complejos de unión.

Unade las últimaspublicacionesaparecidasobreel testículoy querevoluciona

el concepto que se ha tenido hasta ahora de las células germinales como elemento

pasivo,es realizadapor Nitta y col., en 1993, en la que demuestranla presenciade la

aromatasaP450en las célulasgerminalesdel testículode ratón. Estosautoresplantean

la hipótesis de que las células germinales puedan actuar también, como unidades

endocrinascelulares,regulandola produccióndeandrógenosatravésde un mecanismo

de retroalimentación negativa sobre las células de Leydig.
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2.2.4. TUBULOS RECTOSY RED TESTICULAR

Uno de los primeros autoresque abordó el estudio histológico de la red

testicular en diferentes especies, fue Benoit en 1926, el cual realiza un estudio

comparativoen diversos mamíferos. Este autor describe dos tipos de red testicular, una

superficial localizada inmediatamentepor debajo de la túnica albugíneay que es

característicade rata,ratóny hamster,y otra axial quediscurrepor el eje longitudinal

del testículo y es típica del perro, gato,cerdo, toro, oveja y conejo.

Dym, en 1974, indica que el mono presentauna red testicular de tipo axial

integradapor una red de canalesintercomunicadosentresi, e inmersaen un tejido

conjuntivo laxo altamentevascularizado.

Esteautor,además,realizaun análisisultraestructuralde la zonade transición

entrelos túbulosseminíferosy túbulosrectos, la cualapareceintegradaúnicamentepor

células de Sertoli que se caracterizan por no tener desarrollada la barrera

hematotesticular.

Estemismoautor en 1976, corraboralas decripcionesrealizadaspor Benoiten

diferentesmamíferos, y describeademásla zonade uniónde los túbulos rectosy los

túbulosseminíferos,dondeobservaunapérdidagradualde las célulasgerminales.Esta

parte se continúa con un segmentoen el cual solo existencélulas de Sertoli, que

directamenteseunecon el epitelio cúbico simple o cilíndrico de los túbulos rectos.

En el estudioultraestructuralde estascélulasdestacala presenciade un gran

núcleo heterocromáticode contorno irregular y con una profundaescotaduraen la

membrananuclear,y en el citoplasmala presenciadepequeñasmitocondriasesféricas,

complejode Golgi, abundantesribosomaslibres y algunascisternasde RER.

Por último, este autor incluye en su estudio, la red testicularde animales

prepuberales,en la cual destacala ausenciade luz.

En 1977, Amanny col. observanque la redtesticulardeéquidos,estáintegrada
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por una redde túbulos anastomosadoslocalizadaen el polo dorsocranealdel testículo

alrededorde la venacentral. La zonade transicióncon los túbulosseminíferosescorta

y está delimitadapor célulasde Sertoli en un principio y por un epitelio cúbico con

microvellosidades,característicode los túbulos rectos. La red testicularperfora la

túnicaalbugíneay secontinúaconunared extratesticular.La unión con los conductos

eferentesse evidenciapor un cambiobruscodesdeepitelio cúbico aepitelio columnar

con algunascélulas ciliadas.

Mediante un estudio ultraestructural,Sinowatz y col. (1979), evidencian

fenómenosde fagocitosisde restosde espermatozoides,en el epitelio que recubrela

porcióndistal de los túbulosrectosy partede la redtesticulardel testiculodebóvidos.

A estenivel tambiénobservanmacrófagoslocalizadosen la zonabasaldel epitelio, los

cualesparticiparíanen la eliminaciónde restosde materialespermático.

Nykánen (1980), describeel tejido conjuntivode la red testicularcomo una

matriz con escasasfibras de colágena,fibroblastos,algunoslinfoncitos, macrófagosy

mastocitos,asícomoconcélulasde Leydigde grantamañocongrandesgotaslipídicas

en su citoplasma. El autor indica que este tejido tiene gran importancia en el

intercambiode metabolitos,y quela presenciade grandesgotaslipídicas en las células

de Leydig refleja la bajaactividadde estoselementosen la síntesisde esteroides,en

comparacióncon las célulasde Leydig del restodel intersticio testicular.

Wrobel y col. (1982) diferenciantres regiones en la zona de unión de los

túbulos seminíferoscon los túbulos rectos en testículo de bóvidos: la región de

transición,zonaintermediay el tapónterminal.

En la primeraregión observanuna pérdidagradualde las células germinales,

la región intermediaapareceintegradapor células de Sertoli modificada, y la última

región tambiénporcélulasde Sertolidispuestasen variascapasy que se introducenen

la parteinicial de los túbulos rectos.La luz tubularesmásestrechaen estasregiones

y desapareceen el último tramo, de tal maneraque los espermatozoidestienen que

pasara travésde un sistemade hendidurasque quedaríaentrelas superficiesapicales
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de las células de soporte, y que actuaríade válvula para prevenir el reflujo de

espermatozoides.

Orsi y col. (1984)estudianla morfologíadela red testicularde cápridos,donde

describenuna red septalo interlobulillar y una mediastínica,y cuya organizaciónes

similar a la de otros mamíferosdomésticos.

Son muy interesanteslas aportacioneshechaspor Achtstáttery col. (1985),

medianteel estudiocon inmunofluorescenciaquerealizanen las célulasepitelialesde

la red testicular. Estos autoresobservanque el epitelio simple de esta estructuraes

positivo a las citoqueratinasnúmero 7, 8, 18, y 19 y es negativo al filamento

intermediovimentina.

Las modificacionesquesufrenlas zonasde unión entrelos túbulos seminíferos

y túbulos rectos duranteel desarrollopostnatal, son analizadaspor Wrobel y col.

(1986) en testículobovino.

Segúnestosautores,en esteprocesode maduración,se distinguentres fases:

la primerafaseapareceen animalesde 4 a 8 semanasdeedad,y secaractenzaporque

la transiciónes brusca,túbulos seminíferosquepresentanun diámetrotubularmenor

se continúan con túbulos de estrechaluz cuyo epitelio es estratificadoy rico en

canalículosintercelulares.La segundafaseseda en animalesde 20 a 25 semanasde

edady, en ella apareceel segmentoterminal, el cual seintroduceen la parteinicial de

los túbulosrectos que ya presentanun epitelio simple.En animalesde 40 semanasde

edad ya se puede observarla estructuratripartita típica de los adultos: región de

transición,segmentointermedioy tapónterminal.

En 1988, Hermo y Dworkin realizan un extensoy profundo estudio sobrela

ultraestructuray actividadendocíticade las célulasexistentesen la zonade transición

entrelos túbulosseminíferosy la redtesticulardel testiculode rata. Aunquecoinciden

conotrosautoresen queestascélulastienencaracterísticascomunesconlascélulasde

Sertoli, consideranquees másconectodenominarlas “células de transición”.
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En su estudiodestacanen estascélulasla presenciade abundantesmicrotúbulos

en la región apical,los cualesjueganun papelesencialen el mantenimientode la forma

y su orientación hacia la red testicular. Según estos autores, los fenómenos de

endocitosisy pinocitosisque seproducena este nivel, podríanestar relacionadoscon

la modificaciónde la composicióndel fluido luminal. Por último, señalanque el gran

desarrolloque presentala membranabasalen esta región es necesario,ya que sus

célulastienenquesoportarunagranpresióndebidoa la disminuciónquehay de la luz

tubular.

En 1991 Dingesy col., realizanun estudioinmunocitoquimicode la cocxpresión

de las células de los túbulosrectos y red testicularde testículo humano frente a la

vimentinay citoqueratinas,desdela fasefetal ala faseadulta.

Ambos filamentos se expresan ya durante la fase fetal tardía con una

distribuciónhomogéneaen las célulasepiteliales.Durantela faseinfantil los resultados

son similaresy en la faseadultala distribuciónde los filamentosvaríaalgo, ya que la

vimentina se localizaprincipalmenteen la basecelular mientrasque las citoqueratinas

se sitúan en la región apical.

Estosresultadosestánen desacuerdocon los obtenidospor otros autoresque

solo detectaroncitoqueratinasen estascélulas.Para estosautores,la coexpresiónde

ambosfilamentoses debidaa que estasestructurasson remanentesde los túbulos

mesonéfricos.

Lascaracterísticasestructuralesy ultraestructuralesde la red testiculardel gato

son estudiadasporViotto y col. (1991),queobservantres partesdiferentes,unaparte

septalo lobular, unapartemediastínicay una partealbugínea.

La redconsisteen un conjuntode canalesdelimitadospor un epitelio cilíndrico

o cúbico simple, a excepciónde en la primera partedondea vecesse observaun

epitelio pseudoestratificado.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ANIMALES ESTUDIADOS

Para este estudio, hemos empleado testículos de 51 gatos obtenidos mediante

castración o a partir de animales eutanasiados que no presentaban alteraciones

testiculares,de los cuales,38 erande gatos pertenecientesa la razacomúneuropea,

10 erande gatos siamesesy 3 de gatospersas.

La edadde los animalescomprendíadesdefetosatérminohastagatosde un año

de edad(tabla 3.1).

3.2. TOMA DE MUESTRAS

La toma de muestras se efectuó en el laboratorio de Anatomía Patológica del

Departamentode Patología Animal II (Facultad de Veterinaria de Madrid),

inmediatamente después del sacrificio o de la castración, con el fin de conseguir una

fijación correcta.

Parael estudioestructuralse tomaronmuestrasde testículo en forma de cuña

desdela superficieal centro,de tal maneraquequedabaincluidocápsula,parénquima

y mediastinotesticular,con un espesorde 1 cm aproximadamente.

Para el estudioultraestructuralse tomaron muestrasde tres localizaciones

diferentes:cápsula,parénquimay mediastinotesticular.Laspiezasse tallaronen cubos

de unos2 mm de grosor.

3.3. PROCESADODE LAS MUESTRAS

3.3.1.FIJACION

Las muestrasdestinadasal estudio con técnicasconvencionalesse fijaron en

formol al 10% durante24 horasa temperaturaambiente.

Las muestrasempleadaspara la realizaciónde técnicasinmunohistoquímicasse
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fijaron en líquido de Bouin (75% de ácido pícrico a saturación,25% de formalina

comercial, 1 gota de ácido acético por cada 10 cc de la mezcla anterior), por un

periodovariableentre2 y 4 horas. Posteriormente se realizaron cambios sucesivos en

alcohol de 40 gradospara lavarbien las muestras.

Parael estudioultraestructurallas piezas fueronfijadas en buffer-milloning-

glutaraldehido al 3%, durante2 horas; seguidamentese retallaron las piezas en

pequeñoscubosde lmm de aristay se procedióa realizaruna postfijacióndurante30

a 60 minutosen tetróxidode osmio.

3.3.2. INCLUSION

Paramicroscopiaópticalasmuestrasselavaron enaguacorrientedurante1 ó

2 horas.Posteriormenteserealizóla inclusiónen parafinasintética“Histosecpastillast’,

con puntode solidificaciónentre56 y 58 gradoscentígrados,medianteun procesador

automáticode tejidos “Shandon-Elliot,BenchSCE0400”, conun programade cambios

en alcoholesetílicos de graduacióncrecientey bencenos.

Una vez concluido este proceso se realizaron los bloques en la unidad

formadoradebloques:“ConsolaTissue-Tek(dispensadoradeparafina,consolatérmica

y crioconsola),Miles Scientific”.

Para microscopiaelectrónica, las piezas se deshidrataronen alcoholes de

graduacióncreciente(desde40 gradosa alcoholabsoluto);seguidamentesedierondos

lavadosen óxido de propileno, uno en óxido de propileno-Eponen proporción 1/1 y

finalmente fueron incluidas en Epon-Araldita mediante el empleo de cápsulas

convencionales.

3.3.3.OBIENCION DE CORTES

Parael estudioestructural,serealizaroncortesseriadosde 4-5 ~mde grosor,

en un microtomo “Minot Leitz 1516” con un motor incorporado. Los cortes se

recogierony sellevarona un bañode María a 37 gradoscentígrados.A continuación

se colocaron sobre portaobjetospreviamentedesengrasadosy tratados con diversos

adhesivossegún la técnica posteriormenteempleada. Así, para la aplicación de

técnicas histológicas convencionales,los portaobjetos se trataron con albúmina

56



Material y Métodos

glicerinada, y para las técnicas inmunohistoquimicas se empleó poli-L-lisina Agarosa

(MN:4,000-l5,O0O; Sigma Chemical Company). Por último, los cortes se dejaron secar

en unaestufaa 37 gradoscentígradosdurante16-18 horas.

Paramicroscopiaelectrónica,se realizaronprimero cortes semifinosde 1-2

micrómetrosde grosor en un ultramicrotomomodelo LKB III, los cuales fueron

observadosal microscopioóptico y sirvieron como control; así mismo se realizaron

cortes ultrafinos de un grosor entre 40 y 60 nm que fueron montadosen rejilla de

cobre.

3.3.4.TINCIONES

3.3.4.1.Microscopia óptica.

Comométodosgeneralesde tinción seemplearonlas técnicasde:

- Hematoxilina-eosina

- tricrómico de Masson.

Los métodoshistoquimicosutilizadosfueron:

- métododel P.A.S.

- métodode plata-metenaminade Jones.

Tanto los colorantescomolos tiemposutilizadosen cadauno de ellos, son los

habitualesquese empleanen nuestrolaboratorio de histopatología.

Para el estudioinmunohistoquimicodel testículo se utilizó el métodode la

peroxidasa-anti-peroxidas(PAP) (tabla 3.2), empleando diversos antisueros

específicos y siguiendo el protocolo de tinción descrito por Stemberger (1979),quea

continuaciónpasamosa describir:

1. Desparafinacióne hidrataciónde las muestras.

2. Inhibición de la peroxidasa endógena mediante un tratamiento con una solución

de peróxido de hidrógenoal 3% durante30 minutos.
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3. Lavado en PBS, 5 minutos, tres veces.

4. Digestión enzimética durante 7 minutos a 370 C. Este proceso intesifica la

presencia de los diferentes antígenos. La digestión enzimática empleada fue la

siguiente:

Digestión en una solución de tripsina (Sigma Chemical Co.) al 0,1%, en Cl2Ca

al 0, 1 %. Estaserealizó cuandose utilizaron comoanticuerposprimarioslos sueros

anti-citoqueratinade amplio espectroy anti-desmina.

Digestiónen unasoluciónde pepsina(SigmaChemicalCo.) al 0,4% en MCi

al 0, iN. Estase realizócuandoseutilizaroncomoanticuerposprimarioslos sueros

anti-laminina y anti-colágeno tipo IV.

No fue necesariadigestióncuandose utilizaron comoanticuerposprimarioslos

sueros anti-vimentina y anti-testosterona.

5. Lavadoen PBS, 5 minutos, tres veces.

6. Incubaciónen sueronormal durante30 minutos a temperatura ambiente.

Sueros empleados:

• Suero normal de cerdo (Dako-Patts 901). Dilución de trabajo: 1/30.

Este sueroseutilizó para reducirla tinción inespecíficacuandoseemplearoncomo

anticuerpos específicos los sueros anti-queratinas, anti-laminina y anticolágeno tipo

Iv.

• Suero normalde conejo(Dako-Patts902). Dilución de trabajo:1/30.

Este suero se utilizó para reducir la tinción inespecífica cuando se emplearon como

anticuerpo específico los sueros monoclonales anti-desmina y anti-testosterona

Estepasoseomitió cuandose trabajócon el suero monoclonalanti-vimentina.

7. Aplicación del anticuerpo primario e incubación a 4 C durante18 horas. La

dilución óptima se determinó probando distintas diluciones sobre las muestras

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

- Anti-testosteronamonoclonalobtenida en ratón (Chemicon, MAB, 1236). Dilución

de trabajo, 1:200.

- Anti-viment¡na monoclonal de cristalino de cerdo obtenido en ratón (V 9).

(Dakopatts,M 725). Dilución de trabajo, 1:10.

- Anti-desmina monoclonalobtenidaen ratón (Sigma Immuno Chemicals). Dilución

de trabajo, 1:200.

- Anti-citoqueratinas epidérmicasde hocico bovino, de amplio espectro obtenido en

conejo (BaoCorporationZ622). Marca las subunidades 58, 56 y 52 KB y en menor

cantidadlas subunidades60,51 y 48 KD. Dilución de trabajo, 1:100.

- Anti-Laminina aislado de placenta humana, obtenido en conejo (Chemicon

International,INC AB949). Dilución de trabajo: 1/25.

- Anti-Colágenotipo VI aisladade placentahumana,obtenidoen conejo(Chemical

CredentialICN Biomedicals,Inc. 68-124). Dilución de trabajo: 1/100.

8. Lavado en PBS, 5 minutos, tresveces.

9. Incubación con el anticuerposecundariodurante 30 minutos a temperatura

ambiente.Las característicasde estosanticuerposse detallana continuación:

Anti-IgG de cerdoen conejo(Dako-PattsZ196). Dilución de trabajo: 1/100.

Esteanticuerpose utilizó cuandoseemplearoncomoanticuerposespecíficoslos

suerospoliclonalesanti-citoqueratinas,anti-lamininay anti-colágenotipo IV.

Anti-IgG de ratónen conejo(Dako-PattsB650). Dilución de trabajo 1/30.

Esteanticuerpose utilizó cuandoseemplearoncomoanticuerposespecíficoslos

suerosmonoclonalesanti-desmina,anti-vimentinay anti-testosterona.

10. Lavadoen PBS, 5 minutos, tresveces.

11. Incubacióncon el complejoPAP a temperaturaambiente,durante30 minutos.

Característicasdel complejoPAP:
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• PAP de conejo (Dako-Patts Zí 13). Dilución de trabajo: 1/64.

Se empleócuando se utilizaron como anticuerpos específicossueros policlonales.

• PAP de ratón (Dako-PattsB650). Dilución de trabajo: 1/310.

Se empleócuando se utilizaron comoanticuerpos específicossueros monoclonales.

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

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

Chemicals D5905) a temperaturaambientey en tiemposvariables.

14. Lavadoen aguacorrientedurante10 minutos.

15. unciónde contrastecon hematoxilina,lavado,deshidratacióny montaje.

Fueron así mismo empleados tanto controles positivos,

negativos:

- controles positivos:

Testosterona testículoadulto equino.

• Vimentina endoteliovascularfelino.

• Desmina musculoestriadofelino.

Citoqueratinas epidermisfelina.

• Laminina membranabasalde estructuravascularfelina.

Colágenotipo IV.... membranabasalde estructavascularfelina.

como controles

- controles negativos: omisión de la primera capa.

3.3.4.2.Microscopiaelectrónica

Los cortessemifinosutilizadoscomocontrolesparael microscopioelectrónico

fueroncoloreadosmedianteel métodode azul de metileno.

Los cortes ultrafinos fueron contrastadoscon citrato de plomo y acetatode

uranilo.
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3.4.OBSERVACION DE LAS PREPARACIONES

El estudioestructuralseefectuóen un microscopio“OlympusVanoxAHSB3”,

con sistemade autofocusy dos cámarasincorporadas.

Para el examen ultraestructural, el microscopio electrónico empleado fue un

modelo “JEOL JEM 100 B”, del servicio de Microscopia electrónica de la Facultad de

Veterinariade Madrid.

3.5. ESTUDIO MORFOMETRICO

Serealizódirectamentesobrelos cortesseriados,eligiendoal azar10 secciones

decadatestículo, con un ocular OlympusWHK lOx/20L previamentecalibrado para

cadaobjetivo (4x, lOx y 40x) medianteun micrómetroLeitz de 2mm con intervalos

de 0,001 mm. En cadauna de las seccionesfueronmedidas:

- el diámetro tubular

- el número de células de Sertoli por sección transversa de túbulo seminífero,

contabilizandosólo aquellosnúcleosque quedaronperfectamenteenfocadoscon un

micrómetroocularadaptadoal objetivode 40x.

3.6. ICONOGRAFIA

Para las microfotografías empleamospelícula Kodak Ektachrome 64 de

tungsteno, utilizando las cámarasincorporadasen el microscopio Olympus AH-3

(Vanox AHBS3).

Las electronografíasfueronobtenidasmedianteun sistemaincorporadoen el

microscopioelectrónico,sobre película rígida especialen placasde 6,5x9cm.
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Resultados

4. RESULTADOS

Los resultadosobtenidos poseenuna seriede característicasdiferenciales,que

nospermitendividir el desarrollodel testículodel gatoen cuatrofaseshistológicasbien

definidas: perinatal, infantil, puberal y adulta.

Dentrode cadaunadeestasfasesy parafacilitar la exposiciónde los resultados

de una forma ordenada y completa, hemoscreídooportunoabordarlas distintaspartes

del testiculo siguiendo el siguiente esquema:

1. Sistema tubular: en esteapartadoabordaremosen primer lugar los túbulos

seminíferos con sus distintos componentes: células de Sertoli, células germinales y

lámina propia, describiendo, así mismo, las características de los túbulos rectos y de

la red testicular.

2. Intersticio: donde estudiaremos principalmente las células de Leydig, otras

poblaciones celulares, como los fibroblastos, y las características del tejido conjuntivo

intersticial.

3. Cársula testicular: en este apanado describiremos principalmente las

características del tejido conjuntivo integrante de esta estructura.

En cadauno de estos apanadosexpondremoslas característicashistológicas,

inmunohistoquimicas y ultraestructurales más destacadas.
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4.1. FASE PERINATAL

Estafaseestáintegradapor testículosde feto a término y de animaleshastade

un mes de edadaproximadamente,y se caracterizapor la presenciade pequeños

túbulos seminíferos separados entresí por un abundanteintersticio, observándoseel

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

4.1.1. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

4.1.1.1.SISTEMA TUBULAR

Durante este periodo los túbulos seminíferos, que carecen de luz (fig. 2),

presentan un diámetro aproximado de 89 gm y estánrodeadospor doso tres capasde

células fusiformes. Su pared está tapizada principalmentepor células de Sertoli

inmaduras, en un número aproximado de 25 células por sección transversal, y entre

ellas se observan escasas células germinales.

Las célulasde Sertoli inmaduras(flg. 2 y 3) se caracterizanpor poseerun

núcleo picnótico de forma ovoidea y contorno regular, que presentaun nucleolo

pequeño generalmente cubierto por finos gránulos de heterocromatina más concentrados

en la cara interna de la membrana nuclear. El núcleo suele localizarse a diferentes

alturas,lo quele confiereal túbuloun aspectoestratificado.Los límites citoplasmáticos

de estas células son poco evidentes.

Las células germinales,como ya hemosdicho, son mucho más escasasy

pueden verse cuatro o cinco por corte transversal tubular. La principal característica

de estos elementos es que son de mayor tamaño y de forma redondeadao poligonalcon

lo que se diferencian fácilmente de las células de Sertoli.

Dentro de las células germinales hemos podido diferenciar tres tipos:

A. Las másnumerosasson unasespermatogoniasredondas, que generalmente

se localizan en posición basal, y cuyo núcleo puede aparecer bajo dos formas

diferentes: redondo y claro, con un nucleolo central y visible y con escasos grumos de

cromatina gruesa más concentrados en la periferia nuclear, o redondo, con finos

66



Resultados

gránulos de cromatina distribuidos por todo el nucleoplasma; el nucleolo es pequeño

y no es visible en todas las células. Consideramosque estas células son dos tipos

diferentes de espermatogonias tipo A (fig. 2 y 3), y puedenapareceren númerode

dos o tres por túbulo seminífero.

B. El segundotipo secaracterizapor ser unacélula de gran tamaño,con un

núcleogrande(de unos25 gm aproximadamentedediámetro),redondoy pálido, y con

un nucleolo eosindfilo muy evidente. A estas células las hemos identificado como

espermatogonias fetales (fig. 2), son muy escasas y sólo aparece una en algunos

túbulos ocupando generalmente posiciones centrales.

C. El tercer tipo celular también aparece en numero muy escaso. Son células

de reducido tamaño, con un núcleo pequeño, redondo y picnótico y un citoplasma muy

eosinófilo. Consideramosque se tratade célulasgerminalesen víasde degeneración

(fig. 3) y tambiénsuelenocuparla panecentraldel túbulo.

Duranteesta fasees frecuenteencontraralgunasmitosis entrelas células que

tapizan los túbulos.

Rodeandoa cadauno de los túbulos seminíferosapareceunamembranabasal

positivaa la técnicade PAS y a la de plata-metenamina;debajode esta membranase

observandos o trescapasde células fibroblásticasde núcleo fusiforme y citoplasma

escaso(fig. 2 y 3). A estascélulas las identificamoscomocélulasperitubulares.

En las zonaspróximasal mediastinotesticular,encontramosla parteterminal

de los túbulosseminíferos,quesecaracterizaporque sufrenun estrechamientoy se

continúan con los túbulos rectos (fig. 4), de diámetro más pequeño y con luz,

tapizadospor un epitelio cilíndrico bajo o cúbico. Sus células contienenun núcleo

basal,pálidoy de forma ovoidal queapareceocupadopor finos gránulosde cromatina

distribuidosuniformementepor el nucleoplasmay unasuperficieapical quepresenta

microvellosidadescortasy escasas,PAS positivas.

Los túbulos rectos en el mediastino se continúan con la red testicular

mediastínica(fig. 4), queestácompuestapor pequeñosespaciosde forma irregular,

delimitados por un epitelio cúbico. Sus células presentanun núcleo redondo y
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picnótico, en el que hemos podido observar de uno a tres nucleolos pequeños, a veces

enmascarados por finos gránulos 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 testículo, originando una red testicular

situada inmediatamente debajo de la cápsula, la cual aparece inmersa en un tejido

conjuntivo denso que emite la cápsula hacia el interior del parénquima. Esta estructura

presenta las mismas características histológicas que la red testicular mediastínica y la

hemosidentificadocomouna red testicularalbugínea.

Debajo del epitelio, tanto de los túbulos rectos como de la red testicular,

aparece una membrana basal muy evidente con la técnica de PAS y de plata-

metenamina,asícomodoso tres capasde células fibroblásticas.

4.1.1.2. INTERSTICIO

Durante este periodo el intersticio es muy abundante. Está compuesto

principalmente por células de Leydig de forma poligonal (fig. 5 y 6), que tienenun

núcleo redondo en posición central o un poco desplazadohacia un extremodel

citoplasma,con un nucleolomuy evidentelocalizadocentralmente.El citoplasmade

estascélulases muy cosinófilo y estárepletode pequeñasvacuolaslipidicas.

Estascélulaslasidentificamoscomocélulasde Leydigfetalesy suelenaparecer

reunidas en grupos de forma variable e integrados por un número diferente de

elementosdependiendode su localización. Así los grupos que aparecenentre los

túbulos tienenforma triangularo esféricay estánintegradospor 4 a 8 células, los que

aparecendebajo de la túnica albugínea(fig. 5 y 6) son de forma alargaday están

integradospor 8 a 10 elementos,y los grupos mayoresson los queaparecenpróximos

al mediastinotesticular(fig. 4) que son de forma másirregular y presentanhasta14

ó 16 células,siendofrecuenteencontraralgunasmitosis.

Rodeandoa estos grupos de células se evidenciauna membranabasal, de

caracter discontinuo,con la técnica de PAS y de plata-metenamina,que delimita

parcialmentea estascélulasdel intersticio quelas rodea.

Estasagrupacionescelularesademásestánen estrecharelacióncon los capilares

y pequeñosvasossanguíneosque son muy numerososen todo el intersticio.
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En las zonasdel intersticio comprendidasentre los túbulos seminíferosy los

grupos de células de Leydig apareceun tejido conjuntivocon abundantesfibras de

colágenoy fibroblastosfusiformesde núcleosalargadosy pálidos,con finos gránulos

de cromatina.

A nivel del mediastino testicularel intersticio está integradopor un tejido

conjuntivomásdensocon numerososfibroblastosy muy vascularizado(fig. 4).

4.1.1.3.CAPSTJLA TESTICULAR.

Está formadapor tejido conjuntivodensoy rodeadapor unacapade células

mesoteliales,que en algunasáreasson cúbicas(fig. 5).

En la zonamás externade la cápsulael tejido conjuntivoes más laxo, y los

fibroblastosque aquí se encuentranson de forma estrelladau ovoidea;a estenivel se

observanalgunosvasos linfáticos. En la zona más interna de la cápsulael tejido

conjuntivoesmásdenso,los fibroblastossonfusiformes,y aparecennumerososvasos

sanguíneosde medianoy pequeñocalibre,queconstituyenla túnicavascular(fig. 6).

Con la técnicade plata-metenaminahemospodido comprobarla gran riqueza

de la cápsulaen colágenotipo 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 túbulos

seminíferoses muy escasafrentea la mayoríade los suerosempleadosparadetectar

filamentos intermedios. Así, hemosencontradouna reacciónnula por partede las

células de los túbulos seminíferos frente a las citoqueratinas de amplio espectro y a la

desmina y una débil reacciónde las célulasde Sertoli inmadurasfrentea la vimentina

que en su mayoríapuedenconsiderarsenegativas(fig. 11).

Para el estudiode las membranasbasaleshemosempleadolos suerosanti-

laminina(fig. 7) y ami-colágenotipo IV, observandounapositividadmediaalrededor

de los túbulosseminíferos,quees mayoren los túbulos rectosy red testicular(fig. 8).

En la parteapicalde las célulasepitelialesque tapizanla paredde los túbulos

rectos y red testicular se observa una inmunorreacción media frente al sueroami-

citoqueratinas de amplio espectro (fig. 9). Esta positividad nos permite visualizar

perfectamente el punto exacto del inicio de los túbulos rectos, ya que la zona anterior

integradasólopor célulasde Sertoliaparecenegativa.Con respectoa los resultadosde

estascélulas frentea la vimentinahemosencontradouna positividadmedialocalizada

pricipalmenteen la regiónapical tanto en los túbulosrectoscomo en la red testicular.

4.1.2.2. INTERSTICIO

Hemosobservadoquelas célulasde Leydig, tanto lasqueselocalizanentrelos

túbulosseminíferos,como las situadasinmediatamentedebajode la túnicaalbugínea

y en el mediastinotesticular,presentanunaevidenteinmunorreacciónfrente al suero

anti-testosterona(fig. 10), poniéndoseasíde manifiestola capacidadsecretorade estas

célulasduranteestaprimerafase.

Con respectoa la vimentina, se observaunareacciónfuerte en las célulasde

Leydig (fig. 11), localizadaprincipalmenteen la región perinuclear. Frente a este
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mismo filamento hemos detectado una positividad media de los fibroblastos

intersticialesy de las célulasendotelialesde los vasos.

La inmunorreacción detectada frente a la desminaqueda reducida a las células

musculareslisas de los vasos,y en cuantoal colágenotipo IV y laminina, se observa

una positividad claraperodiscontinuaen la membranabasalde alrededorde los grupos

de células de Leydig.

4.1.2.3.CÁPSULA TESTICULAR

A este nivel seobservainmunorreacciónpositiva en los fibroblastosy en las

células endoteliales de los vasos,frente a la vimentina.Con respectoa la expresiónde

desminahemosencontradoque es evidente, sólo en las células musculareslisas

existentes en la pared de los vasos. En el resto de los elementoscelularesque integran

la cápsula testicular, no hemos encontrado reacción frentea estefilamento intermedio,

lo que demuestra la ausencia de células de naturalezamuscularduranteesteperiodo.
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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 núcleo redondo u ovoideo, de contorno

ligeramenteirregular, quea vecespuedepresentaruna pequeñaescotadura.Aparece

localizadoa distintasaltura, tienegrumosde heterocromatinamásconcentradosen la

periferia nuclear; así mismo poseeun pequeñonucleolo. El citoplasmatiene un

contorno muy irregular, extendiéndose desde la base hasta el centro del túbulo,

rodeando con sus prolongacionesa las escasascélulas germinalespresentesen esta

fase. En él destacamos la presencia de cisternas de RER que pueden adquirir una

disposiciónparalelao formar láminasconcéntricas.Las mitocondriasgeneralmenteson

de forma esférica y con crestas transversales,apareciendoademás abundantes

ribosomas, algunos gránuloselectrodensosy lisosomas.Entre las células de Sertoli

vecinashemosobservadointerdigitacionesde las membranaslaterales.

Dentrode las espermatogoniastipo A, unassecaracterizanpor tenerun núcleo

redondoo ligeramenteovoide con una fina bandade heterocromatinaadosadaa la

membrananucleary un nucleolomuy evidentey central (fig. 12). En el citoplasmade

estascélulasqueeselectrolúcidose observaalgunascisternasde RER, mitocondrias

esféricas,complejode Golgi, ribosomasy algunasfiguras de mielina. El otro tipo de

espermatogoniatipo A (fig. 13), tieneun tamañoparecidoy presentaun núcleomás

redondoy eucromático,ocupadopor finos gránulosdecromatinay un nucleolomenos

desarrolladoque suele encontrarsedesplazado hacia la periferia. En el citoplasma

observamoslos mismos tipos de organelasdescritaspara la célulaanterior.

Las espermatogonias fetales son las células de mayor tamaño del túbulo y

poseen un núcleo grande, redondo y eucromático, con escasosgrumos de

heterocromatinadistribuidos irregularmentey un nucleolo bien desarrollado. El

citoplasma es muy electrolúcido y tiene escasas organelas: algunas mitocondrias

redondas, cisternas de RER y ribosomaslibres.
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Lascélulasgerminalesenvíasdedegeneraciónsecaracterizanpor presentar

un núcleoredondoy heterocromático,concromatinamuy condensada.En el citoplasma

de estascélulas encontramoslos signos típicos de degeneracióncelular como son la

presencia de mitocondrias muy electrodensas y cisternas de RE muy dilatadas.

Las células peritubulares fibroblásticas (fig. 12) que rodean los túbulos

seminíferospresentan un núcleo fusiforme, con una banda de heterocromatina adosada

a la membrana nuclear y un pequeño nucleolo. En el citoplasma que es escaso

observamosabundantescisternasde RER, algunasmitocondriasy ribosomaslibres.

Entre las células peritubulares y los túbulos seminíferos, encontramos una membrana

basal simple (fig. 12) y numerosas fibras de colágeno orientadas longitudinalmente

alrededordel túbulo.

Los túbulosrectossecaracterizanpor tenerun epitelio cilíndrico bajo, cuyas

células poseen un núcleo eucromático, de forma ovoidea aunque de contorno

ligeramente irregular y cubierto por finos gránulos de cromatina distribuidos

uniformementepor el nucleoplasma.

El citoplasma poseeescasasmitocondrias, la mayoríaesféricas con crestas

tubularesy localizadasprincipalmenteen la región supranuclear.También seobserva

escasoRER, vesículasde REL, y ribosomaslibres. Estas células presentanen las

superficies apicales celulares, microvellosidades cortas y en número escaso, y en las

superficie laterales uniones de tipo desmosómicoentrelas membranascitoplasmáticas

de células vecinas.

Lascélulasdel epiteliodela redtesticular(fig. 14) tienenmorfologíacuboidal,

conel núcleoesféricodecontornoalgo irregulary heterocromáticoquepuedepresentar

de uno a tres pequeños nucleolos. La superficie apical de estas células también presenta

microvellosidadescortas y escasas,y entrelas membranascitoplasmáticasde células

vecinas se observan numerosos desmosomas. En el citoplasma destacamos la presencia

de mitocondrias, RER, REL y ribosomas,y en la paneapical aparecenalgunos

gránuloselectrodensosde pequeñotamaño.
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Alrededor tanto de los túbulos rectos como de la red testicular, hemos

observado una membrana basal muy evidente.

4.1.3.2. INTERSTICIO

Lascélulasde Leydig fetales(fig. 15) secaracterizanpor su forma poligonal

y por presentar un núcleo redondo generalmente excéntrico. Es eucromático y con

escasosgrumosde cromatinaadosadosa la membrananucleary asociadosal nucleolo

queesmuy evidente.En el citoplasmaobservamosnumerosasmitocondrias,la mayoría

esféricascon crestastubulares,el REL está muy desarrolladoy también aparecen

cisternas de RERgeneralmente concentradas alrededor de figuras de mielina, algunas

gotas de electrodensidadmediade lípidos y un complejo de Golgi. Las membranas

citoplasmáticasde las células de Leydig vecinasquedanseparadaspor un estrecho

espacioy entreellashemosencontradosalgunoscomplejosde unión.

Alrededorde los gruposdecélulasdeLeydig encontramosunamembranabasal

muy evidente, perodiscontinua.Más externamenteseobservancélulasfusiformes(fig.

15) con un núcleoque presentaunabandamuy evidentede heterocromatinaa lo largo

de la carainternadela membrananuclear,y un citoplasmamuy escasodondedestaca

el desarrollo del RERy la presencia de ribosomas y escasas mitocondrias. Entre estas

célulasy los gruposde célulasde Leydig aparecenabundantesfibras de colágeno.

4.1.3.3.CAPSULA TESTICULAR

Comoya hemosdescrito histológicamente,la cápsulaaparecerodeadapor una

capade célulasmesotelialesqueultraestructuralmentesecaracterizanpor presentarun

núcleo grande, en posición central, redondo u ovoideo y eucromático, que tiene de uno

a tres nucleolos, alguno de los cualespuedeaparecerpróximo a la membrananuclear.

Adosadaa la carainternade ésta seapreciauna fina bandade heterocromatina.En el

citoplasmade estascélulasdestacamosla presenciade RER, algunasmitocondriasy

ribosomas.

Debajo de estas células, aparecenhaces de fibras de colágeno la mayoría

orientadosperpendicularmenteconrespectoa las células,y algo separadosentresí. A

este nivel también se observan fibroblastos de forma entre ovoidea y estrellada, que
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tienenun núcleogrande,eucromático,cubiertopor finos gránulosde cromatinay con

un nucleolocentralmuy evidente.Enel citoplasmadeestascélulasapreciamosun RER

muy desarrollado,abundanteREL, algunasmitocondriasesféricas,lisosomasy un

pequeñocomplejode Golgi en posiciónyuxtanuclear.

En la zona más interna de la cápsula, el colágeno es más abundante, y los haces

aparecenorientadoslongitudinalmentealrededorde la cápsula.Los fibroblastosque

encontramosa estenivel, son másalargados,y tienenun núcleomásheterocromático,

con abundantesgrumos de cromatinaadosadosa 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 estafasequedanincluidostestículosdegatosconedadescomprendidasentre

1 mesy 4-5 meses.Las principalesdiferenciascon respectoal periodoanteriorson por

una parte la reducción del intersticio, y por otra, la organizacióndel parénquima

testicular en lobulillos testiculares (fig. 16), mediante el desarrollo de tabiques

incompletosde tejido conjuntivo que penetrandesdela cápsulatesticular hacia el

interior del órgano.

4.2.1.CARACTERISTICAS HISTOLOGICA

4.2.1.1.SISTEMA TUBULAR

Al igual queen la faseanterior,los túbulos seminíferoscarecende luz, y están

rodeados por una o dos capasde células peritubulares(fig. 17) de núcleoalargado,

aplanado y picnótico, que poseen escaso citoplasma.

El diámetrotubularha disminuidoa 86 ¡xm, y el elementoprincipal de la pared

tubular sigue siendo la célula de Sertoli (fig. 17), que apareceen un número

aproximado de 17 a 18 células por sección transversa de túbulo. Se trata de células de

un tamañoalgo menor,con un núcleopicnótico y de contornoalgo irregular en donde

se puedenreconocerde uno a tres nucleolos. El eje longitudinal del núcleo está

orientado perpendicularmente con respecto a la membrana basal del túbulo, y la

mayoría de estas células tienen el núcleo en posición basal.

El número de células germinales sigue siendo muy escaso, apareciendo cuatro

o cinco por túbulo, generalmenteen posición basal. Las más numerosasson las

espermatogoniastipo A (fig. 17); las espermatogoniasfetales (fig. 17) son más

escasasincluso que en la fase anterior, y las células en vías de degeneración

prácticamenteson inexistentes.Duranteesteperiodo,se continúanobservandoalgunas

mitosis entrelas célulasde los túbulos.

76



Resultados

Las característicasmorfológicasde los túbulosrectosy la redtesticular(fig.

18), son similares a las de la fase anterior, y de las pocasdiferenciasque hemos

encontradoes que al existir tabiquesinterlobulillares, la primera partede los los

túbulosrectosse localizaen el tejido conjuntivode los tabiquespróximo al mediastino

testicular.

4.2.1.2.INTERSTICIO

Durante el periodo infantil, como ya hemos comentado, el intersticio está menos

desarrollado, y su principal elemento siguesiendolas célulasde Leydig quepresentan

algunas variaciones con respecto a la fase anterior. Hemos podido distinguir,

atendiendo a su morfología, dos tipos de célulasde Leydig, unasde forma poligonal

y otras fusiformes.

Lasprimerassonmuy parecidasa las célulasde Leydig que hemosdescritoen

la fase anterior, y sediferenciande éstas,en que tienenun núcleomás picnótico, y

el citoplasma aparece repleto de vacuolas lipídicas. Este tipo de célula también suele

apareceren gruposde 4 a 6 elementosentrelos túbulos, y en gruposde 8-12 células

localizadas justo debajo de la túnica albugínea o en la periferia de los lobulillos

testiculares;cadaunade estasagrupacionesquedarodeadapor una membranabasal

discontinua pero marcadamente PASpositiva y que también se tiñe con la técnica de

plata-metenamina, aparecenciendo siempre próximas a pequeños vasos sanguíneos;

consideramosqueestassoncélulasdeLeydigfetalesen víasde degeneración(fi. 19).

El otro tipo de célula intersticial se correspondecon elementosalargadoscon

un núcleo fusiforme. Son másnumerosasen los espaciosquequedanentrelos túbulos

seminíferos y los grupos de células de Leydig descritos; a estas células las

identificamoscomocélulasde Leydig infantiles (fig. 19).

Al igual queen la faseanterior,anivel del intersticio,hemosobservadoalgunas

mitosis. Entre los gruposde célulasde Leydig seobservanfibrasde colágenoque son

más abundante en el mediastino testicular, donde también se aprecia la presencia de

numerososvasosde pequeñocalibre.
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4.2.1.3.CÁPSULA TESTICULAR

En esteperiodoinfantil, la cápsulapresentaescasasdiferenciashistológicascon

respecto a la fase anterior. Rodeando externamente la cápsula aparece una capa de

células mesoteliales,la mayoríade núcleoaplanado.Debajoseguimosobservandoun

tejido conjuntivomáslaxo, confibroblastosde forma entreovoideay estrellada,y una

zonainterna integradapor un tejido conjuntivomásdensodondeexistennumerosos

vasosde medianoy pequeñocalibre.

En estafasese puedeapreciarcómola cápsulaemitetabiquesincompletosde

tejido conjuntivo denso hacia el interior del parénquimatesticular, quedandoasí

dividido ésteen lobulillos testiculares(fig. 16). Por estostabiquesdiscurrenvasosde

pequeñocalibre; estacompartimentacióntesticularen lobulillos es una característica

estructuraltípicadel periodoinfantil, tal y comoseindicaen el inicio de esteapartado.

El tejido conjuntivode los tabiquesconfluyeen el mediastinotesticular.
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4.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMIICO

4.2.2.1.SISTEMA TUBULAR

En esta faseinfantil, la positividad varíaalgo con respectoa la faseanterior,

y asíhemosencontradounainversióndelos resultadosconrespectoa la vimentinaque

presentaunapositividad mediaen las célulasde Sertoli, localizadaprincipalmenteen

posiciónperinuclear,y en zonasperiféricasdel citoplasma.

Frente a las citoqueratinasde amplio espectro, seguimosencontrandouna

inmunorreactividadevidente,pero mayor queen la faseanterior, en el polo apical de

las célulasepitelialesde los túbulosrectos y red testicular,y los resultadoshallados

frente a la vimentinason similaresa los obtenidosen la faseperinatal.esdecirhemos

detectadounapositividadmediaa este nivel.

Tambiénhemosobservadoqueapareceunareacciónpositiva,aunquemayorque

en el periodoanterior, frente al colágenotipo IV (fig. 20) y laminina (fig. 21) en la

membranabasalde los túbulos seminíferos, y algo másintensaen la de los túbulos

rectos y la red testicular.

4.2.2.2. INTERSTICIO

Entrelascélulasde Leydig,la positividadfrenteala testosteronatambién varia

algo con respectoa la fase anterior, y así encontramosque el númerode células

positivas a la testosterona ha descendido notablemente entre las células de Leydig,

centrándosesólo en algunasde forma poligonal, con lo que seponeen evidenciala

baja actividadsecretorade estascélulasduranteestaetapa.

Con respecto a la vimentina la reacciónde las células de Leydig esmuy débil,

casi nula, existiendo una positividad muy claraen los fibroblastosdel intersticio y en

la paredde los vasosen localizaciónsubendotelial.

La membrana basal ya descrita a nivel histológico alrededor de las células de

Leydig, presentaunareaccióndiscontinuafrente al colágenotipo IV y a laminina (f¡g.

22).
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4.2.2.3.CÁPSULA TESTICULAR

No encontramos ninguna variación dignade ser reseñada,en cuantoal estudio

inmunohistoquimicode los diversoselementosque integranla cápsula,con respectoal

periodo anterior.
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4.2.3. CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES

4.2.3.1.SISTEMA TUBULAR

Duranteesta faseinfantil, las células de Sertoli (fig. 23) secaracterizanpor

tener un núcleode forma másalargada,de contorno algo irregular que presentauna

pequeñaescotadura.En su interior hemosobservadode unoa tres pequeñosnucleolos

y finos gránulosde heterocromatinadispersospor el nucleoplasmay másconcentrados

en la periferia,dondeaparecenformandounaestrechabandaadosadaa la carainterna

de la membrana nuclear.

En el citoplasma encontramos abundantes cisternas de RER, mitocondrias de

forma alargadacon crestatransversalesy matriz densa,numerososribosomaslibres o

agrupados, y un centriolo en posición supranuclear. Entre las células de Sertoli vecinas

a nivel de la membranade la superficielateral,hemosobservadointerdigitaciones.

Las espermatogoniastipo A no presentandiferenciasultraestructuralescon

respecto a la fase anterior, los núcleos tienen las mismas características y en el

citoplasma se sigue observando escasas organelas; las espermatogonias fetales ( fig.

24) se aprecianen númeromuy escaso,y sus característicasultraestructuralesson

similares a las descritasen la faseperinatal.

Las célulasperitubulares que aparecenalrededor de los túbulos seminíferos en

una o dos capas, presentan el núcleo más alargado y heterocromático debido a la

presencia de numerosos gránulos de cromatinadispersospor el nucleoplasma,y tienen

un citoplasma muy escasoy pobre en organelas.Entre estas células y los túbulos

seminíferosseobservaunamembranabasalde estructurasimple.

Las célulasepitelialesqueconformanlos túbulos rectos y la red testicular

presentan las mismas características ultraestructurales a las descrita en el periodo

anterior.
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4.2.3.2.INTERSTICIO

Las células de Leydig fetalesen vías de degeneración(fig. 25) poseenun

núcleo redondo de contorno más irregular, que presentan abundantes grumos de

heterocromatinadistribuidospor el nucleoplasma,aunqueaparecenmásconcentrados

en la cara interna de la membrananucleary a vecesasociadosal nucleolo quees

esférico y central. El citoplasmapresentamitocondriaspleomórficascon crestas

tubularesy unamatriz electrodensa,abundantesvesículasde REL muchasde las cuales

aparecentotalmentedilatadas,numerosasgotaslipídicas, figurasdemielina, ribosomas

y abundanteslisosomas.Alrededorde estosgruposde célulassesigueobservandouna

membranabasalmuy evidentepero discontinua(fig. 25).

Las célulasde Leydig infantilesposeenun núcleoovoidal y de contorno más

irregular, que presenta escasa cantidad de heterocromatina. En su citoplasma

encontramos vesículas de REL, mitocondriasdecrestastubulares,escasascisternasde

RER, algunasvacuolasde grasa y lisosomas.

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

colágenoorientadosal azar.

4.2.3.3.CÁPSULA TESTICULAR

Las únicas diferencias ultraestructurales que encontramos con respecto al

periodo perinatal, es que se observa cómo la cápsula emite tabiques de tejido

conjuntivo integradopor hacesde fibras de colágenodensamenteempaquetados,y la

mayoríaorientadosperpendicularmentecon respectoa la cápsula.

A este nivel, encontramosalgunos fibroblastos pequeñosy alargadosque

ultraestructuralmente se caracterizan por tener un núcleo muy heterocromático con una

gruesabanda de cromatinaadosadaa la membrananuclear, y escasocitoplasma

ocupadoprincipalmentepor RER.
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4.3. FASE PUBERAL

En este periodo incluimos testículos 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 característica de este periodo es que

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

4.3.1. CARACTERISTICASHISTOLOGICAS

4.3.1.1. SISTEMA TUBULAR

Como ya hemos señalado, el desarrollo de los túbulos seminíferos no es

uniforme (fig. 26), y así encontramoszonas del parénquimadondelos túbulos aún

carecen de luz (estas zonas predominan en los animales más jóvenes del grupo) junto

a zonas donde los túbulos tienen luz y presentancierta estratificacióndel epitelio

germinal (éstas predominan en los animales de mayor edad).

Los túbulos 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 posición basal.

Los túbulos que presentan luz (fig. 27) tienen un diámetro tubular mayor, con

un valor aproximado de 105 j¿m, y el número de células de Sertoli ha descendido a

10-13 células por túbulo, caracterizándose por tener mayor tamaño y poseer un núcleo

alargado o piriforme en posición basal, de contornoirregularcon un nucleolocentral

y esférico.

En estos túbulos encontramos diversos tipos de células pertenecientes a la línea

germinal que se disponen de manera estratificada, ocupando las espermatogonias

posiciones más basales, y los espermatocitos primarios y secundarios y las espermátidas

posiciones más centrales en el túbulo (fig. 29).

Entre las espermatogonias seguimos diferenciando varios tipos: las

espermatogoniasfetalesque aparecencadavez de manera más esporádicaen algunos
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túbulos; los dos tipos de espermatogonias tipo A (fig. 27), con el núcleo localizado

cerca de la membrana basa), esférico u ovoide; un tercer tipo de espermatogoniaque

aparecepor primera vez son las espernmtogoniastipo B (fig. 27), las cualesson de

tamañoparecidoa las anterioresy su principal diferenciaestribaen el núcleoque es

redondo , con un nucleoloesféricoy central muy evidentey contienegruesosgrumos

de cromatinadistribuidospor todo el nucleoplasma.Estascélulassuelenlocalizarseen

posicionesalgo másalejadasde la membranabasalde los túbulos seminíferos.

Los espermatocitosprimarios (flg. 27) son muy numerosos,y aunquela

mayoríasuelenocuparzonasmáscentralesdel túbulo, hemosobservadoalgunosmuy

próximosa la membranabasal.En generalsetratade célulasgrandesy redondascon

un núcleoamplio y esférico,cuya cromatinaseencuentraorganizadadependiendode

la fase de división meiótica en la que se encuentre, y así podemos encontrar

espermatocitosen estadioleptoténico,zigoténico,paquiténicoy diploténico.

Los espermatocitossecundariossonmuy difícilesde observarya queaparecen

en escasonúmero.Son células máspequeñas,y tienenun núcleopequeño,esféricoy

picnótico.

Lasespermátidasredondasaparecenen un númeroescasoy sólo en algunos

túbulosdelos testículospertenecientesa los animalesde másedadde esteperiodo.Son

célulasde menor tamaño,de forma redondeada,conun núcleoesféricoque contiene

finos gránulosdecromatina.Suelenversevariascélulasigualesasociadasocupandolas

zonasmáscentralesdel túbulo.

En ocasiones, en el centro de los túbulos hemos apreciado grupos de

espermátidasdesprendidascon marcadossignosde degeneración.

Alrededorde los túbulos seminíferos,la membranabasales muy evidentecon

la técnicadel PAS (fig. 27) y a la de plata-metenamina,e inmediatamentepor debajo

deéstaseobservaunafina capade célulasperitubulares(fig. 27), de núcleopequeño,

alargado y picnótico.

En el tejido conjuntivo de los tabiques interlobulillares próximos al mediastino

testicular, encontramosla parteterminal de los túbulos seminíferos(fig. 28) y

primera parte de los túbulos rectos. A este nivel los túbulos seminíferos sufren un
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estrechamientoy estánintegradossólo por célulasde Sertoli. Se continúancon un

segmento que no presenta luz y donde existen varias capas de células de Sertoli, que

hace protusión hacia el interior de la parte inicial de los túbulos rectos. La pared de

los túbulos rectos (fig. 28) está tapizadapor un epitelio cilíndrico bajo o cúbico

simple.

La red testicular mediastínica (fig. 28) presenta algunas diferencias con

respecto al periodo anterior: está integrada por canales más amplios intercomunicados

entre si, en cuyas luces se pueden observar algunas células germinales degeneradas. El

epitelio de la red testicular aparece integrado por células cúbicas casi planas que

presentan un núcleo esférico u ovoideo, picnótico, en el que a veces se puede distinguir

másde un nucleolo;el citoplasmaes escasoy en la superficie apical aparecencortas

y escasas microvellosidades.

La red testicular mediastínicase continuacon la red testicularalbugínea

integradatambiénpor canalesde ampliaslucesrevestidaspor un epitelio cúbicobajo.

4.3.1.2.INTERSTICIO

Duranteesteperiodoel intersticiosiguesiendoescaso,apareciendodos

tipos de células de Leydig. Al igual queen el periodoanterior las másnumerosasson

las célulasde Leydígdeforma poligonal, que a diferencia de las descritas en el periodo

infantil, presentan un núcleo eucromático, y consideramos que se trata ya de células

de Leydig adultas (fig. 29); su organización siguesiendoen grupos con características

muy similares y su principal diferenciaes que la membranabasaldescritaen fases

anterioresespocoevidente

El número de células de Leydig infantiles se ha reducido drásticamente, y se

localizan en los espacios que quedan entre los túbulos seminíferos y los grupos de

células de Leydig adultas.

4.3.1.3.CÁPSULA TESTICULAR

La estructura histológica de la cápsula testicular es similar a la descrita en el

periodoanterior,aunqueno existeunadiferenciatan marcadaentrela zonaexternay

la interna. En ambaspredominaun tejido conjuntivo denso con fíbroblastos más
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pequeños,de núcleospicnóticos,y siguenapareciendonumerososvasossanguíneos

localizados principalmentemás en la zona interna. Rodeando toda la cápsula

encontramosuna capade célulasmesotelialesde núcleosaplanados(fig. 29).

Los tabiquesque emite la cápsulahacia el interior del parénquimason más

finos que los observadosen fasesanterioresy utilizando técnicasde plata podemos

evidenciarloscomo estrechasbandas de tejido conjuntivo denso rodeandoa los

lobulillos testiculares.
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4.3.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.3.2.1.SISTEMA TUBULAR

Durantela fasepuberalen el estudioinmunohistoquimicorealizadoparadetectar

filamentos intermedios, tenemosque destacar,al igual que en la fase anterior, la

positividadque presentanlas célulasde Sertoli frenteal sueroanti-vimentina(fig. 30),

localizándoseprincipalmenteen la partebasalde la célula y alrededordel núcleo.

Porprimeraveza lo largode nuestroestudiohemosdetectadodiscretareacción

en las célulasperitubularesmioides, frente a la desminay a la vimentina (fig. 30).

Conel sueroanti-citoqueratinasseobservainmunotinciónen la parteapical de

las células epiteliales de los túbulos rectos (fig. 31) y de la red testicular, que a

diferenciade fasesanterioreses másintensa,y cuandose ha empleadocomo antisuero

primario la vimentinahemosdetectadounainmunotinciónfuerte quese distribuye de

manerahomogéneaen el citoplasmade las célulasde ambasestructuras.

Frente al colágeno tipo IV y frente a laminina hemos detectado una

inmunotinciónmediaen la membranabasalde los túbulos seminíferos,túbulos rectos

y red testicular.

4.3.2.2. INTERSTICIO

Tenemosque destacarel aumentoque se produceen el número de células

positivas frente al suero anti-testosteronaen comparacióncon la faseanterior, y esta

positividad aparece localizada en la mayoría de las células de Leydig poligonales.

También observamos inmunorreacción escasa frente al suero anti-vimentina,

alrededordel núcleodelas células de Leydig (flg. 32), y en cuanto a la reacciónfrente

al colágenotipo IV y a laminina detectadaen la membranabasalde alrededorde los

gruposcélulares,es muy débil y discontinua.
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4.3.2.3.CAPSULA TESTICULAR

A este nivel sólo cabe destacar la reacción que han presentado los fibroblastos

y las células endoteliales de los vasos frente a la vimentina (fig. 32). En este periodo

se ha observadoporprimeravez positividaden las célulasmusculareslisas frentea la

desmina,comprobándosequeaparecenen un númeromuy escasoen la cápsula.
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4.3.3. CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES

4.3.3.1 SISTEMA TUBULAR

En esta fase puberallas células de Sertoli (fig. 33), localizadasen aquellos

túbulos seminíferosque presentanluz, muestranya las característicastípicas de la

célula adulta. El núcleo, que aparecepróximo a la membranabasal, es de forma

triangularsiendosu ejelongitudinalperpendiculara dichaestructura,tieneun contorno

muy irregular y una escotaduramuy marcada;presentaademásun nucleolo muy

evidentey finos gránulosde cromatinadistribuidospor el nucleoplasma.

El citoplasma,que seextiendedesdela basehastala luz tubular, esde contorno

muy irregularquedandoenglobadasentresusprolongacionesla mayoríade las células

de la líneagerminal. En él observamosmitocondriaspequeñasy esféricascon crestas

transversalesy matriz electrodensa,RE tanto liso comorugoso,aparatode Golgi en

posición yuxtanuclear,ribosomas,polirribosomasy pequeñasgotaslípídícas. A nivel

de la superficie lateral y en localizaciónbasal, observamosestrechoscomplejosde

uniónentrecélulasde Sertoli vecinas,apreciándosetambiénacúmulosde REL aambos

ladosde estoscomplejos: estasestructurassoncomponentesesencialesde la barrera

hematotesticular,que por lo tanto, quedaestablecidaen la fasepuberal.

Comoya hemosdescritohistológicamenteduranteesta faseaparecennuevos

tipos de células germinales: espermatogoniastipo B, espermatocitosprimarios,

espermatocitossecundariosy espermátidasredondas.

Las espermatogoniastipo B, quequedansituadaspor debajode la barrera

hematotesticular,secaracterizanpor tenerun núcleoesférico y heterocromático,con

un nucleolo muy evidentey gruesosgrumosde heterocromatinadispersospor todo el

nucleoplasma.En su citoplasmahemosobservadoalgunasmitocondriaspleomórficas,

cisternasde RER, un pequeñoaparatode Golgi y numerososribosomas.Estascélulas

suelenencontrarsealgo alejadasde la basedel túbulo seminífero.

De los espermatocitosprimarios quedan localizados por debajo de los

complejosde uniónque integranla barrerahematotesticular,sólo aquellos que estan
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en fase de preleptotene,situándoseel resto (fig. 33) por encima de la barrera

hematotesticular,en el compartimientoadiuminal del túbulo.

Presentanun núcleograndey esférico,conla cromatinaorganizada dependiendo

del estadode la profasemejótica en el queseencuentren.En el citoplasmade estas

célulasapareceun aparatode Golgi desarrollado,pequeñasmitocondriasesféricas,RE

liso y rugosoy ribosomas.

Los espermatocitossecundadosson muy difíciles de observary se localizan

también en el compartimiento adluminal. Su citoplasma se caracteriza por la

abundanciade RER. El núcleoes máspequeñoy heterocromáticoy aparececubierto

por gruesosgrumos de cromatinainterconectadospor filamentos.

Duranteestafasehemosencontradoen algunostúbulosespermátidasredondas

que ocupanlas zonas máspróximasa la luz tubular, y que ultraestructuralmentese

caracterizanpor tenerun núcleoesféricoy en posicicióncentral. La cromatinapuede

apareceren finos gránuloso formandogrumosmásdensosqueenmascaranel nucleolo.

En el citoplasmade estas células observamosabundantescisternasde REL, escaso

RER, ribosomas,escasasmitocondriaspequeñasy esféricasy un pequeñoaparatode

Golgi en posiciónyuxtanuclear.Entre las espermátidasobservamoscomose establecen

puentesintracitoplasmáticos.

Comoyahemosdescritohistológicamente,el epitelio de los túbulosrectos(fig.

34) es cilíndrico bajo o cúbico, y ultraestructuralmentese caracterizapor poseerun

núcleocon una bandade heterocromatinaadosadaen la cara internade la membrana

nuclear, y un nucleolo muy evidente. En su citoplasmadestacamosla presenciade

mitocondrias,RER, complejo de Golgi y abundantesribosomas. En la superficie

apical de la célula encontramosalgunasmicrovellosidades.

Las células que tapizan la pared de la red testicularpresentanun núcleo

redondo a veces casi piano y heterocromático,y en su citoplasma observamos

mitocondrias,RER y algo de REL.
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4.3.3.2.INTERSTICIO

Las célulasde Leydig adultas (fig. 35), que son los elementosprincipalesdel

intersticio durante esta fase, se caracterizan por tener el núcleo localizado

excéntricamente,esférico y eucromático,con un nucleolo central y una fina capade

heterocromatinaadosadaa la membrananuclear. En el citoplasmade estas células

encontramosnumerosasmitocondriasesféricas de crestastubulares,un REL muy

desarrolladoy distribuidopor todo el citoplasma,numerosasgotasde grasa,lisosomas,

figuras de mielina, escasascisternasde RER y ribosomas.Dentro de los gruposde

célulasde Leydig y entrecélulasvecinas,observamosque existemuy pocaseparación

entrelas membranascitoplasmáticasy en algunospuntosexistencomplejosde unión.

La membranabasaltan visible en fasesanteriores,es poco evidenteen este periodo

puberal.

Como yahemosdescritohistológicamente,las célulasde Leydig infantiles son

muy escasas durante esta fase y ultraestructuralmentepresentan las mismas

característicasenumeradasen el periodoanterior.

4.3.3.4. CÁPSULA TESTICULAR

Duranteesteperiodoa nivel de la cápsulano existe diferenciaentrela zona

interna y la zona externa, predominandoen general un tejido conjuntivo denso

integrado por numerosos haces de fibras de colágena, la mayoría orientados

longitudinalmentealrededordel testículoy fibroblastosfusiformes,que secaracterizan

por presentarun núcleoalargadoy conabundanteheterocromatinamásconcentradaen

la carainterna de la membrananuclear. El citoplasma,que presentaprolongaciones

largas,poseeabundanteRER, pequeñasmitocondriasy numerososribosomaslibres.
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4.4. FASE ADULTA

4.4.1. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

4.1.1.1.SISTEMA TUBULAR

La principal característica morfológica de esta fase es que todos los túbulos

seminíferospresentan amplias luces y la espermatogénesisestá totalmente establecida

(fig. 36).

El númerode célulasde Sertolipor seccióntransversade túbulo ha descendido

a 8-10 células,mientrasqueel diámetrotubularha sufrido un notableaumentohasta

un valor aproximadode 220 pm, comoconsecuenciadel incrementoque se produce

en el númerode célulasgerminales.

Las células de Sertoli se caracterizan por su núcleo de forma triangular, y

contornoalgo irregular, quese localiza muy próximo a la membranabasaly presenta

un pequeñonucleolo;susprolongacionescitoplasmáticasse extiendenentrelas células

de la línea germinal y lleganhastala luz del túbulo seminífero.

Entrelas célulasdeltúbuloseminífero,podemosdiferenciartodosloselementos

pertenecientesa la línea germinal: espermatogoniastipo A, espermatogoniastipo B,

espermatocitosprimarios en distintas fases de división mejótica, espermatocitos

secundarios, espermátidasredondas, espermátidasalargadas y espermatozoides

desprendidosen la luz tubular.

Observandotúbulos seminíferosen distintos cortes histológicos, podemos

comprobarcomoéstosvaríandeaspectoa causadelasdiferentesasociacionescelulares

que contienen.Para el estudiode las asociacionescelulares,hemosempleadolos

criterios utilizadospor Clermont(1963) y Swierstra(1968),basadosen la morfología

de las células germinalesy la localizaciónde éstasdentrodel túbulo, y así hemos

dividido el ciclo del epitelio seminíferodel testiculo de gato en ocho estadioso

asociacionesquea continuaciónpasamosa describir:
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Estadio 1: los túbulos quepresentandicha asociaciónsecaracterizanporque

tienen células de Sertoli, espermatogoniastipo A y espermatocitosprimarios en

leptotene en la zona más basal del túbulo; en las capas más centrales aparecen

espermatocitosen paquiteney espermátidasredondas(fig. 36).

Estadio II: secaracterizaporqueen la capamásbasaldel túbulo aparecen

células de Sertoli y espermatogoniastipo A; en estratossuperioresencontramos

espermatocitosen zigoteney/o paquiteney espermátidasmáspequeñasque las de la

asociaciónanteriorque comienzana alargarse(fig. 37).

• Estadio III: encontramoscélulas de Sertoli y espermatogoniastipo A en

contactocon la membranabasaldel túbulo; en las zonasmáscercanasa la luz tubular

espermatocitosen zigoteney en diploteney espermátidasalargadas(fig. 38).

• EstadioIiV: estaasociaciónsecaracterizaporquepresentabasalmentecélulas

de Sertoli y espermatogoniastipo A; en las capassuperioresdel túbulo aparecen

espermatocitosen zigotene,célulasen división y espermátidasalargadas(fig. 39).

• Estadio V: en él observamoscélulas de Sertoli y espermatogoniastipo A

basalmente;en lascapascentralesdel túbulo encontramosespermatocitosen zigotene,

espermátidasalargadasy espermátidasredondas(fig. 40).

• EstadioVI: en contactocon la luz tubularencontramosdosgeneracionesde

espermátidas, redondas y alargadas. Asociadas a estas células encontramos

espermatocitosen paquiteney en contactocon la membranabasaldel túbulo aparecen

célulasde Sertoli, espermatogoniastipo A y espermatocitosen leptotene(fig. 41).

• EstadioVII: secaracterizapor la presenciade espermatogoniastipo B junto

con espermatogoniastipo A y célulasde Sertolibasalmente;en estratossuperioresse

observanespermatocitosen paquitene,espermatidasredondasy alargadas(fig. 42).
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Estadio VIII: presentaen contactocon la membranabasalcélulasde Sertoli,

espermatogoniastipo A y espermatogoniastipo B; en capas superiores existen

espermatocitosen diaquinesisy espermátidasredondasy alargadas(fig. 43).

Hemos observado que algunas asociacionescelulares ocupan pequeños

segmentosdel túbulo, con lo queen la mayoría de las seccionestransversasde los

túbulosseminíferospuedenaparecermásde una asociación.

En este periodo, en los segmentosterminalesde los túbulosseminíferos,

observamostres zonasbién definidas:unaprimeraregión de transición,dondeexiste

unapérdidagradualde los elementosgerminales;a continuaciónapareceuna región

intermediaque presentaluz, e integradapor célulasde Sertoli dispuestasen una sola

capa, y por último un tercer segmento(fig. 48 y 49) integradopor varias capasde

célulasde Sertoli, queno presentaluz, y que se introduceen el interior de la parte

inicial de los túbulos rectos.

Los túbulosrectos(fig. 48 y 49) presentanun epitelio cúbico, y secontinuan

con la red testicularalbugíneay mediastínica(fig. 49) que al igual queen el periodo

anteriorestámuy desarrollada,apareciendocomograndescanalesrecubiertospor un

epitelio cúbico simple casi píano en algunas zonas; en la luz de éstos, aparecen

espermatozoides.

4.4.1.2.INTERSTICIO

El intersticioestáalgomásdesarrolladocon respectoal periodoanterior,y está

integradoprincipalmentepor célulasde Leydig poligonalescon núcleosesféricosy

excéntricos,y cuyaorganizaciónes muy similar a la que apareceen fasesanteriores:

grupospequeñosde forma triangular,integradospor 4 a 10 células localizadosen los

espaciosintertubulares(fig. 50), gruposalargadosde 8 a 10 células situadosdebajode

la túnicaalbugíneay grupos de forma másirregular integradoshastapor 12 células

localizadosen las cercaníasdel mediastinotesticular.
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Todasestasagrupacionesaparecenen estrecharelaciónconnumerososcapilares

y pequeñosvasossanguíneos,y la membranabasalqueapareceen otras fases,ya no

es tan evidente.

4.4.1.3.CAPSULA TESTICULAR

Presentalas mismas característicashistológicas que la fase anterior: está

integradapor un tejido conjuntivo densocon numerososvasossanguíneosen la zona

internade la cápsula.

Los tabiquesque emite la cápsulahaciael interior del parénquima,como ya

hemosdescrito para el periodo puberal, estánintegradospor finos septosde tejido

conjuntivodenso,que confluyena nivel del mediastinotesticular.
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4.4.2. ESTUDIO INMIJNOHISTOQUIMICO

4.4.2.1.SISTEMA TUBULAR

En esta fase adultael estudio inmunohistoquimicoutilizando como antisuero

primario la vimentina muestraunosresultadosanálogosa los descritosen el periodo

puberalpresentandounafuerteinmunorreacciónen las célulasde Sertoli (fig. 44) y una

reaccióndébil en las célulasmioides peritubulares(flg. 44). En cuantoa la desmina

seexpresa,perode maneramuy discreta,en las célulasmioidesperitubulares(fig. 45).

Con respecto a laminina (fig. 46) y al colágeno tipo IV (fig. 47), como ya

hemosvisto en la faseanterior, existeunareacciónmediaen la membranabasalde los

túbulosseminíferos,túbulos rectos y red testicular.

Por último, el estudio inmunohistoquimico de los túbulos rectos y red testicular

con citoqueratinasde amplio espectro(fig. 48), revelaunapositividad muy intensaen

las célulasepitelialesde estasestructurasy frente a la vimentina muestratambiénuna

reacciónfuerteen el citoplasmade dichascélulas (fig. 49).

4.4.2.2. INTERSTICIO

Duranteesteperiodola mayoríade las célulasde Leydig presentanuna fuerte

inmunorreacciónfrente al sueroprimario anti-testosterona(fig. 50) y una positividad

mediafrenteal sueroanti-vimentina(fig. 49).

Por otra partehemosencontradoque tanto la laminina y el colágenotipo IV se

expresande maneramuy débil alrededorde los gruposde célulasde Leydig.

4.4.2.3.CÁNULA TESTICULAR

Los resultadosinmunohistoquimicosson similaresalos descritosen el periodo

anterior. Lo único destacablees la presenciade un escasonúmero de células de

naturalezamuscularpositivasal sueroanti-desminay distribuidasde maneradispersa

por la cápsula.Comoya hemoscomentado,estoselementossólo los hemosobservado

en la fasepuberaly en la adulta.
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4.4.3.CÁRÁCTERISTICÁS ULTRÁESTRUCTURALES

4.4.3.1.SISTEMA TUBULAR

Como ya hemosobservado histológicamente,la principal característica de este

periodoes la presenciaen los túbulosseminíferosde todos los elementosde la línea

germinal: espermatogoniastipo A, espermatogoniastipo B, espermatocitosprimarios

y secundarios,espermátidasredondasy alargadasy espermatozoidesdesprendidosen

la luz tubular.

Las células de Sertoli (fig. 51) presentan desde el periodo anterior las

característicaspropiasde unacélulaadulta: soncélulasalargadasy de forma irregular

que se extiendendesdela membranabasalhasta la luz tubular, cuyas extensiones

citoplasmáticasenvuelven a los diferenteselementosde desarrollode las células

germinales.Sunúcleoestriangular,de contornoirregularcon unaprofundaescotadura

en la membrananuclear,escasosgrumos de heterocromatinamás concentradoen la

carainternade la cariotecay un nucleolomuy evidente.

En su citoplasmaaparecennumerosasmitocondrias esféricas de pequeño

tamaño, un aparato de Golgi localizado en posición yuxtanuclear, REL y RER,

ribosomas,lisosomas y pequeñasvacuolas lipídicas. Alrededor del núcleo hemos

observadofinos filamentosorientadosal azar.En estafase, al igual queen la puberal,

aparecenmuy desarrolladoslos complejosde uniónentrelas célulasde Sertoli vecinas

localizándoseprincipalmenteen la zonabasal;comoya hemosvisto en la faseanterior,

éstos son componentes esencialesde la barrera hematotesticular. En las zonas

citoplasmáticasadyacentesa las zonas de contacto con las espermátidastambién

aparecenacúmulosde REL.

Dentro de las célulaspertenecientesa la línea germinal,la mayoríalas hemos

descritoya en la fasepuberalpor lo queahorapasamosa describir las características

ultraestructuralesdelas espermátidasalargadas(fig. 52) sólopresentesen los túbulos

seminíferosde los animalesadultos.
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En el núcleo de estas células observamosgránulosde cromatinade mayor

tamañoy densidaden comparacióncon las espermátidasde núcleoredondo.En uno

de los poíos nuclearesencontramosla vesículaacrosómica,que está en estrecha

relacióncon el aparatode Golgi. En las espermátidasmás madurasse apreciacomo

la membranalimitantede estavesícula,seextiendepor la caraexternade la membrana

nuclearparaformar el capuchóncefálico. En el polo opuestonuclearseobservalos

centriolos,uno de los cualesoriginará un pequeñoflagelo; el citoplasma,que queda

muy reducido de tamaño, aparecerodeandola parte proximal del flagelo y está

ocupadoprincipalmentepor mitocondrias.

El restode las estructurasintegrantesdel sistematubular no presentaninguna

diferenciacon respectoa la fasepuberal.

4.4.3.2.INTERSTICIO

Los elementosprincipalesqueintegranel intersticio son las célulasde Leydig

adultas (fig. 53) que presentanlas mismas característicasultraestructuralesa las

descritasen la faseanterior.

4.4.3.3.CÁPSULA TESTICULAR

Las característicasultraestructuralesson similaresalas dela fasepuberal.Está

integradapor un tejido conjuntivodenso,con numerososhacesde fibras de colágena

la mayoríaorientadoslongitudinalmentealrededorde la cápsula.Los fibroblastosson

fusiformesy tieneun núcleoalargadoy muy heterocromático.En su citoplasmadestaca

la presenciade abundanteRER y ribosomas,y algunasmitocondriasde pequeño

tamaño.
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4.5. TABLAS

TABLÁ 4.5.1:modificacióndel diámetrotubulary n0 de célulasde Sertolipor

seccióntransversade tubulo seminíferoen las diversasfasesdel desarrollotesticular.

Fase

perinatal

Fase

infantil

Fase

puberal

Fase

adulta

Diámetro

tubular(Mm) 89 86 105 220

N0C.Sertoli

seccióntub. 25 17-18 13 9
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TÁBLÁ 4.5.2: resultadosinmunohistoquimicosfrente al filamento intermedio

vimentinaen las diversasfasesevolutivasdel testiculo.

¡1 Fase
perinatal

Fase
infantil

Fase
puberal

Fase
adulta ]

C.Sertoli - ++ ++

C. Germinal -

C.Leydig + + ++

C. mioide - + +

Ti Rectos ++ ++ +++

R.Testicular ++ ++ +++

Cápsula (+) (+) ++ ++

- reacciónnegativa

(+): célulaspositivas aisladas

+ : reacciónpositiva débil

+ + : reacciónpositiva media

+++: reacciónpositiva fuerte
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TABLA 4.5.3: resultadosinmunohistoquimicosfrente al filamento intermedio

desminaen las diversasfasesevolutivasdel testículo.

C. Sertoli

C. Germinal

C.Leydig

C. mioide - + +

T. Rectos -

R.Testicular -

Cápsula - - (+) (+)

- : reacciónnegativa

(+): célulaspositivasaisladas

+ : reacciónpositivadébil

+ + : reacciónpositiva media

+++: reacciónpositiva fuerte

£ Fase
perinatal 1 Fase

infantil 1 Fase
puberal ~1Fase

adulta
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TABLA 4.5.4: resultadosinmunohistoquimicosfrente al filamento intermedio

c¡toqueratinasde amplio espectroen las diversasfasesevolutivasdel testículo.

1 Fase
perinatal

Fase
infantil

Fase
puberal

Fase
adulta

C.Sertoli -

C.Gerniinal -

C.Leydig - - -

C.mioide -

—II
it Rectos ++ ++ +++

R.Testicu]ar ++ +++ +++

Cápsula - - -

- reacciónnegativa

(+): célulaspositivasaisladas

+ reacciónpositivadébil

+ + reacciónpositivamedia

+++: reacciónpositiva fuerte
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TABLA 4.5.5: resultadosinmunohistoquimicosfrente a lamininaen las
diversasfasesevolutivasdel testículo.

Fase
perinatal

Fase
infantil

Fase
puberal

Fase
adulta

M.basal
T.seminífero

++ +++ ++ ++

M.basal
C.Leydig

++ ++ (+) (+)

M.basal
T.Rectos

+++ +++ ++ ++

M.basal
RaIL

+++ +++ ++ ++

TABLA 4.5.6: resultadosinmunohistoquimicosfrenteal colágenoIV en las
diversasfasesevolutivasdel testículo.

¡ Fase 1 Fase Fase Fase
perinatal infantil puberal adulta

M.basal
T. seminífero

++ +++ ++ ++

M.basal
C.Leydig

++ ++ (+) (+)

M.basal
T.Rectos

++ +++ +±

M.basal
RedT.

++ +++ ++ ++

- reacciónnegativa
(+) reacciónpositivadébil y no continua
+ + : reacciónpositiva media
+++ reacciónpositivafuerte
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TABLA 4.5.7: resultadosinmunohistoquimicosfrente a la testosterona

en las diversasfasesevolutivasdel testículo.

C.Sertoli

C.Germinal

u
C.Leydig ++ ++

T.Rectos -

RediL -

Fase

perinatal

Fase

infantil

Fase

puberal

Fase

adulta

- reacciónnegativa

+ : reacciónpositivadébil

+ + : reacciónpositiva media

+++ reacciónpositiva evidente
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5. ICONOGRAFIA















Iconografía

Fig. 12. Faseperinatal.Túbulo seminíferocon espermatogoniastipo A (*),
célula de Sertoli (.) y célulasperitubulares(Á). x 2.200.
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Iconografía

Hg. 13. Espermatogoniatipo A (A) con núcleoredondoy eucromáticoy núcleo
de célulade Sertoli (*). x 2.900
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Iconografía

Fig. 14. Célulasepitelialesde la red testicular. Presenciade microvellosidades
apicales.x 4000.
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Iconografía

Fig. 15. Célulade Leydig fetal. Se aprecianmitocondriasde crestastubulares,
REL y RER. x 4000.
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Iconografía

Túbulo seminíferoinfantil. Célulasde Sertoli, debajomembranabasalFig. 23.
simple. x 4000.
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Iconografía

Fig. 24. Espermatogonia
electrolúcido.x 4000

fetal con nucleolo muy evidente y

4 1.

citoplasma
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Iconografía

Fig. 25. Célulade Leydig en vías de degeneración.Alrededormembranabasal
discontinuay célulasperitubulares.x 4000
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Iconografía

Fig. 33. Célula de Sertoli adulta (*) con núcleo de contorno irregular y
espermatocitoprimario en leptotene(Á). x 2200
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Iconografía

Fig. 34. Célulasepitelialesde túbulo recto. Membranabasalsubyacente.x 6000.
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Fig. 35. Grupode célulasde Leydig. En el citoplasmaabundanteREL y vacuolas
lipidicas. x 2900.
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Iconografía

Fig 51. Túbulo seminífero en el que se observauna célula de Sertoli (á) y
espermatocitosprimarios(*). x 1600.
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Fig. 52. Espermátidasalargadascon acrosomasrodeandopartede los núcleos.

x 3000
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Iconografía

Fig. 53. Célulade Leydig, conabundanteREL, mitocondriasde crestastubulares
y gotaslipídicas. x 6000.
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FE DE ERRATAS

• Pags.de 106 a 111: el aumentototal de las imágeneshistológicases

multiplicado por 3 (índicede conversión)

• Pags.de 116 a 119: el aumentototal de las imágeneshistológicases

multiplicadopor 3 (índicede conversión).

• Pags.de 123 a 126: el aumentototal de las imágeneshistológicases

multiplicado por 3 (índice de conversión).

• Pags. de 130 a 137: el aumentototal de las imágeneshistológicases

multiplicadopor 3 (índicede conversión).

el indicado

el indicado

el indicado

el indicado



6. DISCUSION



Discusión

7. DISCUSION

Como ya hemosexpuestoa lo largo de la revisión bibliográfica, el estudio

histológico del aparatogenital del macho, y concretamentedel testículo, ha sido

abordadopor numerososautoresdesdehacemuchosaños. Estasinvestigacioneshan

sidorealizadasen diversasespeciesanimales(bóvidos,óvidos,équidos,cerdos,perros,

ratas, etc...), y en los diferentes campos científicos (histológico, fisiológico,

inmunohistoquimico,ultraestructural,etc...).Algunosdeelloshanestudiadoengeneral

todaslas fasesdel desarrollotesticular,y otros se hancentradoen fasesconcretasde

su evolucion.

Sin embargo,tal y comoplanteábamosen la introducción,son muy escasoslos

trabajos científicos que abordan el estudio del testículo de gato, y los pocos

investigadoresquehan estudiadoesta especiehan centradosus investigacionesen el

testículode animalesadultos.

Parauna mejor comprensióndel procesode maduracióndel testículo, algunos

autoreshan dividido su evolución en diferentesfasesde desarrollo. Así, en testículo

humano,Nistal y Paniagua(1983) diferencianentreel periodo fetal, infantil, puberal

y adulto. Flores y col. (1989a) en testículoequino, distinguenuna fase prepuberal

inicial hastael año, una fasepre-puberaltardíahastalos 16 meses,una fasepuberal

hastalos 18 meses,y una fase adultaa partir de los 2 años. En nuestrotrabajo los

resultadosobtenidostanto histológicacomoultraestructuralmentehanpresentadouna

seriede característicascomunes,quetambiénnoshapermitido dividir el desarrollodel

testículodel gatoen cuatro fasesbién definidas: perinatal,infantil, puberaly adulta.

Para la presentaciónde la discusión seguiremosel mismo orden, aunqueen

ocasionestengamosqueobviarlo parapoderrelacionarmejor los resultadosobtenidos

en las diferentesfases.
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Durantela faseperinatal hemospodidocomprobar,al igual que otrosautores

en diferentesespecies,que la principal característicade los túbulos seminíferoses la

ausenciade luces, hecho que es señaladopor Sinowatz y Amselgruber(1986) en

bóvidos,y por Flores y co141989a)en équidos.

La paredde los túbulosseminíferos,aparecetapizadapor numerosascélulasde

Sertoli y un escasonúmerode célulasgerminales.Lascélulasde Sertoli inmadurasse

caracterizanpor tener un núcleo ovoideo de contorno algo irregular localizado a

diferentesalturas.Algunos autoresdescribendostipos diferentesde célulasde Sertoli

inmaduras,así en testículohumanoVilar (1970) observacélulas de Sertoil claras y

oscuras, mientrasque Hadziselimovicy Seguchi (1974) describenunas células de

Sertoli redondasy basalesy otras células de Sertoli alargadas.Nosotros hemos

observadoun solo tipo y al igual que otrosautores(Nistal y col. 1982), creemos que

estas dos variedadesde célula de Sertoli descritas en testículo humano, podrían

aparecercomoconsecuenciade unamala fijación del tejido.

En el estudioultraestructuralde lascélulasde Sertoli inmadurasdestacamosel

desarrolloque presentael RER, el cual sedisponeen filas paralelaso en formaciones

concéntricas.Nistal y Paniagua(1983) relacionanel desarrollode estaorganelacon la

secreción de hormona anti-Múlleriana, glicoproteina de gran importancia en la

diferenciación sexual del macho. Esta hormona ha sido detectada

inmunohistoquimicamenteen el RER de células de Sertoli inmadurasde fetos de

bóvidos de 50 a 80 días(Waitesy col., 1985). En cerdosse han observadoniveles

máximos a los 33 días de la fecundacióny se mantienen muy elevadoshasta el

nacimiento,momentoapartir del cual su concentracióndisminuye(van Vorstenbosch

y col., 1984).

En los túbulos seminíferosde testículo humano, Paniaguay Nistal (1984)

describenla presenciade varios tipos de células germinales, los gonocitos que

desaparecentrasel nacimiento,las espermatogoniasfetales,quepersistendurantetoda

la infanciay quesediferenciande las anteriorespor su grantamaño,y tresvariedades

de espermatogoniastipo A. Algunos investigadoresconsideran que las células

germinalesqueaparecenen la etapaperinatalno son comparablescon lasque aparecen

en el animal adulto (Vilar, 1970). Sin embargoPaniaguay Nistal (1984) señalanque
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la terminología por ellos utilizada es correcta, ya que, ultraestructuralniente,las

espermatogoniastipo A presentanmuchasimilitud con las célulasdel mismo nombre

queaparecenen testículo adulto.

En testículode gato,duranteestaprimerafase,nosotroshemosencontradodos

variedadesde espermatogoniastipo A, un escasonúmerode espermatogoniasfetales

y algunasespermatogoniascon signos evidentesde degeneraciónocupandola zona

central de algunos túbulos seminíferos. La presencia de estas últimas células

degeneradasha sidoobservadatambiéntrasel nacimientoenconejopor Gondosy col.

(1973), y en humana por Paniaguay Nistal (1984), los cuales indican que son

espermatogoniasen fasesfinales de degeneracióny que su presenciaes indicativa de

la renovaciónconstantea la queestánsometidasestascélulas.

En el estudio ultraestructuralde las células germinales coincidimoscon la

mayoríade los autores(Gondosy col., 1973. Paniaguay Nistal, 1984), queseñalan

la escasapresenciade organelasen sucitoplasma.

Otro hechocaracterísticoque hemosencontradoentrelas célulasde los túbulos

seminíferosduranteesteperiodo, ha sido la presenciade mitosis. Clermont y Perey

(1957), describenla presenciade grandesy pequeñasmitosis entrelas células de los

túbulos seminíferosen ratas inmaduras.Las primeras se dan entre los gonocitosy

aparecenaapartir delcuartodía. Las segundasseobservanentrelas célulasdesoporte

y durandesdeel sextoal día 18.

En testículo humano, las mitosis en las células de Sertoli cesan tras el

nacimiento(Nistal y col., 1982).Sin embargoentestículode rataaparecendurantelas

dos primeras semanasde vida, coincidiendo con un aumento en el número de

receptoresparala FSHen lascélulas de Sertoli. Estos hechosson explicadosporque

la FSI-I y la LII ejercen unaacción muy importantesobre el desarrollo testicular,

interactuanclocon los receptoresde membranaexpresadosen las células de Sertoli y

de Leydig respectivamente(Bortolussiy col. 1990).

Alrededor de los túbulosseminíferos,observamosuna fina membranabasal,

alrededor de la cual se disponen dos o tres capas de células fibroblásticas, que

ultraestructuralmentese caracterizanpor teneren su citoplasmaRER como organela

más destacable.Estosresultadosdifierenenpartecon los obtenidospor otros autores
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en distintasespecies.Bustos-Obregóny Courot (1974),encuentranque, en ávidosde

una semanade edad, la membranabasal tiene una apariencia multilaminar y,

externamentea ella, existendoso tres capasdecélulasfibroblásticas,de lascuales,las

célulasde la másinterna tienenen el citoplasmafilamentosde 80 Á de diámetro.En

bóvidos de cuatrosemanasde vida, Sinowatzy Amselgmber(1986)describentambién

una membranabasal multilaminar, y externamente,una o dos capas de células

fibroblásticasque son identificadascomocélulasperitubularescontráctiles.

Entrelascélulasperitubulares,tambiénhemosobservadomitosis,fenómenoque

ya ha sido señaladopor otros autorescomoLeeson y Forman(1981) en conejosde

hasta28 díasde edad.

Durantela faseperinatal,la utilización de técnicasinmunohistoquimicaspara

la valoraciónde la presenciade filamentosintermediosen las células de los túbulos

seminíferos,nos ha puestoen evidencia la escasapresenciade éstos.Así encontramos

que frente a la vimentinaexistedébil positividad,casi nula, en las célulasde Sertoli

y frente a la desmina la inmunotinción ha sido totalmentenula en las células

peritubulares.Van Vorstenboschy col. (1984b),en testículofetal y neonataldecerdo,

obtienen resultadosanálogosa los nuestros.Nosotros consideramosque la débil

positividad que hemosdetectadopuedeser debidaa la inmadurezde las células de

Sertoli duranteestafase.

En el casode la desminanuestrosresultadosno coincidenconlos obtenidospor

Virtanen y col. (1986) en ratasreciénnacidas,dondeevidencianuna capade células

peritubularespositivasaestefilamento; estosautoresindicanquedichascélulasson de

naturalezamusculary quepuedenser identificadascomotal, antesde su maduración.

Es muy escasala bibliografíaconrespectoal estudiodelos túbulosrectos y red

testiculardurantela primerafasedel desarrollopostnatal.Al igual queWrobel y col.

(1986) encontramosquela transiciónentrelos túbulos seminíferosy túbulos rectosen

estaprimerafaseseproducede manerabrusca.Túbulosseminíferos,en loscualessólo

existencélulasde Sertoli,se continúancon túbulosquepresentanun epitelio cilíndrico

bajo. Estosautoresdescribentambién,en testículosdebóvidos de pocosdíasde edad,

túbulos rectoscon unaestrechaluz y un epitelio estratificadoque presentacanalículos
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intracelulares.En nuestroestudioobservamosque los túbulos rectos presentanuna

estrechaluz, pero, a diferenciade lo descrito en bóvidos, su paredestátapizadapor

un epitelio cilíndrico bajo con escasasy cortasprolongacionesen la zonaapical.

Los túbulosrectosse continúana nivel del mediastinotesticular,con una red

testicularmediastínicaaxial, integradapor unoscanalesde forma irregular tapizados

por un epitelio cúbico, y con una red albugínealocalizadaen el poío craneal del

testículoe inmediatamentedebajode la cápsulatesticular.Estaorganizaciónde la red

testiculares análogaa la descritapor Benoit (1926) y por Dym (1976) en diversos

mamíferos,y la identifican comouna red de tipo axial.

El estudio inmunohistoquimiconos muestra la reacción tan evidente que

presentanlas células epitelialesde estas estructuras,frente a las citoqueratinasde

amplio espectroy frente a la vimentina.Estosresultadoscoincidentotalmentecon los

presentadospor Dinges y col. (1991), que describen la coexpresiónde ambos

filamentosen las célulasepitelialesde los túbulosrectosy red testicular. Paraestos

autoresla coexpresiónde ambosfilamentosesnormalya que estasestructurasderivan

en su desarrolloembriológicode los túbulos mesonéfricos.

El empleodel sueroanti-citoqueratinasnoshapermitido localizarla zonaexacta

del inicio de los túbulos rectos, ya queen ella aparecencélulasclaramentepositivasa

este filamentointermedio,mientrasqueen la zonaanterior, integradaúnicamentepor

células de Sertoli, no presentóningunainmunotinción.

Otro hecho destacableque hemosencontradoduranteesta fase es el gran

desarrollodel intersticio. Wrobel y col. (1988), señalanque, en bóvidos recién

nacidos,el intersticiosuponeun 50% de todoel tejido testicular,mientrasquea las 30

semanasseha reducidohastaun 20% aproximadamente.

En nuestro estudio histológico comprobamosque el principal elemento

intersticialson las células de Leydig poligonalesde núcleoredondoy excéntrico,que

tiendenaorganizarseen gruposde forma y númerodeelementosvariable,dependiendo

de su localización:así, los gruposlocalizadosentrelos túbulos son de forma triangular

y contienenun menor númerode elementoscelulares,los localizadosdebajode la

túnicaalbugíneason alargados,y los localizadosen el mediastínicoson másamplios
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y de forma irregular. Estosresultadoscoincidencon los obtenidospor Wrobel y Hees

(1987) también en testículode gato pero de animal adulto. A las células de Leydig

localizadasdebajode la túnicaalbugíneay en el mediastinotesticularlas denominan

‘células de Leydig heterotópicas”,y consideranademásque las últimas suponenun

aporteimportantede andrógenosparala cabezadel epidídimo.

Ultraestructuralmentelas células de Leydig se caracterizaronpor el gran

desarrollo del REL, la presenciade numerosasmitocondrias y de algunas gotas

lipídicas. Célulascon igualescaracterísticasfueronobservadaspor van Vorstenboshy

col. (1984a)en testículodecerdoduranteel periodofetal tardíoy postnataltemprano.

Estos autoreslas identificancomocélulas de Lcydig fetales, muy activasduranteeste

periodo. En cerdos,la esteroidogénesisempiezaa los 30-35 días postfecundación,y

coincidecon una gran diferenciaciónde las célulasde Leydig, las cualescontienen

abundanteRiEL (Waitesy col., 1985).

En testículohumano,lascélulasde Leydig fetalesse diferencianalrededorde

la octava semanade gestación, y sus precursoresson células mesenquimatosas

indiferenciadas(Gondos,1977). Su diferenciaciónes atribuidaal estímuloquesupone

la síntesispor partede la placentade gonadotropinacoriónica humana(hCG), que

actúasobrereceptoresde membranaexistentesen lascélulasde Leydig. Valoresaltos

de hCG son halladosdesdela 8 ala 17 semanade gestación.

Otro hallazgoultraestructuralinteresanteque hemosencontradoen las células

de Leydig fetaleses la presenciade una membranabasalalrededorde los gruposde

células de Leydig. Estaestructuraha sidodescritaanteriormenteen el perro (Connelí

y Christensen,1975), asícomoen el hombrey en la rata (Kuopio y col., 1989).

Codesaly col. (1990), en un estudioen testículohumano,compruebanquela

mayoríade las célulasde Leydig fetales, desdela 1V semanade gestaciónhastael

80 mestrasel nacimiento,son positivasal métodoPAPanti-testosterona,demostrando

así la alta actividad secretorade estas células duranteese periodo, fenómenoque

tambiénnosotroshemospodidocomprobar,utilizando la mismatécnicaen testículode

gato, durantela faseperinatal.

Respectoa otros resultadosinmunohistaquimicosobtenidosen el intersticio,

destacamosla inmunotinción que presentaronla mayoríade las células de Leydig
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fetales frente al filamento intermediovimentina, hecho que ya ha sido señaladoen

diferentesespeciespor otros autores(Frankey col.,1978; Miettinen y col., 1985), y

la positividadevidenteperodiscontinuafrenteal colágenotipo IV y laminina,detectada

en la membranabasal existentealrededorde los grupos de células de Leydig. La

lamininajuegaun papel importanteen los procesosde adhesióncelular,morfogénesis

y migracióncelular,mientrasque el colágenotipo IV actúacomo“columnavertebral”

de las membranasbasales(DeLellis, 1988).Kuopio y col. (1989),observangruposde

célulasde Lcydig rodeadospor una membranabasal,positiva en toda su extensióna

laminina y a colágeno tipo IV; estos autoresdestacansobre todo el papel que

desempeñala laminina en los procesosde diferenciaciónque sufren las células de

Leydig hastasu maduración.

En la cápsula albugínea, durante la fase perinatal, hemos diferenciado

histológicamentedoszonas:unazona externaintegradapor un tejido conjuntivo más

laxo con fibroblastosde morfologíaentreovoidea y estrellada,y una zona interna

dondeel tejido conjuntivoes más denso,confibroblastosmás alargados,y en la que

se localiza la mayoríade los vasos.A estazonarica en vasos se le denominatúnica

vascular;en perrosy óvidos tieneunalocalizaciónsuperficial, mientrasque en cerdos

y équidosaparece,comoen nuestrocaso, en la zonamásinternade la cápsula(Banks,

1993>.

La presenciade célulascontráctilesen la cápsulatesticular,ha sidodescritaen

conejo(Holstein, 1967) y en rata,perro y gato(Leesony Cookson,1974). La función

de estos elementosestá relacionadacon el mantenimientode una correctapresión

dentrodel testículo,necesariapararegularel movimientode fluidos (Setchell, 1978).

Leeson (1975), en la cápsulatesticular de rata, observacélulas musculareslisas

inmediatamentedespuésdel nacimiento, y Leeson y Forman(1981), en testículo de

conejo,encuentranquealgunascélulasmusculareslisas empiezana diferenciarse,en

animales de 5 días de edad. En nuestro caso, no hemos podido evidenciar

ultraestructuralmenteduranteestafasefibras musculareslisas, y al realizarla técnica

del PAPanti-desminano hemosencontradoningúnelementopositivo a estefilamento

intermedio,presenteen el citoplasmade célulasde naturalezamuscular.
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Duranteel periodoinfantil, hemosobservadoque el parénquimatesticular

quedaorganizadoen lobulillos testicularesmedianteel desarrollode tabiquesde tejido

conjuntivoincompletos,quepenetrandesdela cápsulahaciael interiordel órgano.Una

organización análoga ha sido descrita en el testículo equino a partir de la fase

prepuberaltardía(Floresy col. 1989).

Los túbulos seminíferossiguencareciendode luz, su diámetro ha disminuido

y su elementoprincipal continúasiendola célulade Sertoli, la cual apareceen menor

número y con el núcleo en posición basal, por lo que se pierde en parte la

pseudoestratificacóntípicade la faseanterior.Un descensoprogresivodel númerode

célulasde Sertolipor túbulo seminíferoes tambiénobservadopor Nistal y col. (1982)

en testículo humano, desde el nacimiento hasta el comienzo de la pubertad,

coincidiendo con una disminución del diámetro tubular. Estos mismos autores

encuentran,sin embargo,que el númerototal de células de Sertoli por testículo se

mantieneconstanteduranteeste periodo, hecho que es debido a que se produce

simultáneamenteun aumentoen el númerode túbulosseminíferospor unidadde área.

Pocasdiferenciasultraestructuralleshemosobservadoen las célulasde Sertoli,

con respectoal periodoanterior.El núcleotieneun contornoalgo másirregular, y en

el citoplasmase sigue observando,principalmente, RER, mitocondriasy extensas

interdigitacionesentrelas célulasde Sertoli vecinas;Nistal y Paniagua(1983), señalan

la importanciadeestasinterdigitacionesy su presenciala relacionancon un mecanismo

que facilitaría la redistribución de las células de Sertoli desde una disposición

pseudoestratificadaa unaorganizaciónsimple. Por lo demás,coincidimoscon otros

autoresqueindican que las célulasde Sertolidesdeel nacimientohastael comienzode

la pubertadsufrenpocoscambios(Flickinger, 1967; Nistal y Paniagua,1983; Sinowatz

y Amselgruber, 1986).

El númerode células germinalesen esteperiodoinfantil, es todavíaescasoy

entreellas diferenciamoslas dos variedadesde espermatogoniastipo A, que son las

másnumerosas,asícomoespermatogoniasfetalesy célulasgerminalesdegeneradasque

aparecenen menor número con respectoa la fase anterior. Nuestros resultados

coincidenen parte con los obtenidospor Paniaguay Nistal (1984), que observan
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espermatogoniasfetalesdurantetodala infanciay espermatogoniasdegeneradas,desde

el nacimientohastala pubertad.

Duranteesteperiodo,se continúanobservandomitosis entre las célulasde los

túbulos seminíferos, las cuales consideramosque se producen entre las células

germinales,ya que el númerode células de Sertolí ha descendidocon respectoal

periodo anterior, mientras que el númerode células germinalesse mantienemás o

menosconstante.En la mayoríade las especies,lasmitosis entrelas célulasde Sertoli

cesantras el nacimiento(Nistal y col., 1982; Bortolussiy col. 1990).Sóloen bóvidos

(Sinowazty Amselgruber,1986), se describeun aumentoen el númerode células de

Sertoli durantela etapainfantil, coincidiendoademásconun incrementodel diámetro

tubular.

Las modificacionesquesufre la lámina propia de los túbulosseminíferostras

el nacimiento,han sido estudiadasen diversasespecies,comprobándoseque éstasno

siguenun patróndeterminado.Así, en óvidos,el grosorde la membranabasalaumenta

trasel nacimiento,a la vez queel númerode capasde célulasperitubularesdisminuye

a 2 6 3 (Bustos-Obregóny Courot, 1974). En testículohumanola membranabasal

adquiereunaestructuramultilaminar, a la vez que se incrementael númerode capas

de células peritubulares(Nistal y col. 1983), mientrasque en bóvidos, pasade estar

integrada por una membranabasalde 2 ~m de espesorcon 1 ó 2 capasde células

peritubularesa medir 3 gm y presentaralrededor3 capasde célulasperitubulares,en

animalesde 16 semanasde edad(Wrobel y col. 1988).

En nuestrocaso,hemosobservadoque la membranabasalpresentael mismo

grosorcon respectoal periodoanterior,y el númerode capasde célulasperitubulares

se reducea unao dos.

El procesode maduraciónde las células peritubulareshacia células

mioides se produce,en la mayoríade las especies,en fasestempranasdel desarrollo

testicular.Este hechose caracterizapor la adquisiciónde miofilamentos,la presencia

de microtúbulosy la apariciónde cuerposdensoso de placasde unión, así comode

vesículasde micropinocitosisy de unamembranabasalrodeandoa la célula (Leeson

y Forman,1981; Paniagua,1993).En óvidos,estascélulassediferencianen la primera

semanatras el nacimiento(Bustos-Obregony Courot, 1974), mientrasque en bóvidos
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se observanen animalesde 8 semanasde edad (Wrobel y col., 1988). En nuestro

estudiohemoscomprobadoquela maduraciónde estascélulas,en el testículode gato,

sigue un patrón diferente al descrito por los autores anteriormentecitados; así,

ultraestructuralmente,no encontramosmiofilamentos,vesículasde micropinocitosiso

membranabasal, por lo que consideramosque duranteeste periodo infantil estas

célulasno han maduradoaún y por tantocarecende la ultraestructuradescritaparalas

célulasmioides adultas.

En estafaseinfantil, desdeel puntodevista inmunohistoquimico,y adiferencia

de los resultadosobtenidosen los túbulos seminíferosduranteel 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 autoresla

presenciadeestefilamentointermedioesindicativodelorigen mesenquimatosode estas

células y señalansu importanciaen el mantenimientode la complicadaarquitectura

celular. Chevalier y Dufaure (1982) señalanque el citoesqueletode las células de

Sertoli seorganizadurantela etapaprepuberal.

En cuantoa los resultadosobtenidosen la organizaciónde los túbulos rectosy

red testicularduranteesta faseinfantil, cabedestacarla presenciade los segmentos

inicialesde los túbulos rectos,en el del tejido conjuntivode los septosinterlobulillares

próximosal mediastinotesticular; Viotto y col. (1993)a estapartela denominanred

testicularseptal, que se continúacon la red mediastínicay posteriormentecon la

albugínea,claramenteidentificadastambiénen nuestroestudio.

Por otro lado el estudiohistógicode estasestructurasnos muestrala presencia

de luces, tanto en los túbulos rectos como en la red testicular, resultadosque no

coinciden con los de Dym (1976), el cual indica que una de las principales

característicasde la red testicularen bóvidosprepuberaleses la ausenciade luz.

Los resultadosinmunohistoquimicosnos mostraron,al igual que en la fase

anterior, la clara positividad de las células epiteliales de los túbulos rectos y red

testicular,alas citoqueratinasde amplioespectroy a la vimentina,resultadosquecomo
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ya hemosindicadoanteriormentecoincidencon los obtenidospor fingesy col. (1991)

en testiculo humanodurantela faseinfantil.

Paranosotroslos cambiosmásdrásticosquesufreel testiculoduranteestafase

infantil estánlocalizadosprincipalmenteen el intersticio, el cual aparecedisminuido

cuantitativamente.Estos resultadosobtenidoscoinciden con los expresadospor la

mayoríade los autores,ya quetrasel nacimientose produceunadrásticaregresiónde

las célulasde Leydig fetales(van Vorstenboschy col., 1984a; Nistal y col., 1986;

Floresy col., 1989b; Kuopio y col., 1989; Codesaly col., 1990>.

Duranteestafasehemospodido identificar dostipos de células de Leydig: las

fetalesen víasde degeneración,queaparecenorganizadasen grupos,y las infantiles,

localizadas alrededor de los túbulos seminíferos. Las primeras son,

ultraestructuralmente,similaresalascélulasdeLeydig fetales,peroaparecenen menor

númeroy muestransignosevidentesde degeneración,presentandoun núcleode forma

irregulary heterocromático,dilatacióndelRiEL y mitocondriasde matriz electrodensas.

El segundotipo de célulasquepor su morfologíasepodríanidentificar comocélulas

fibroblásticas,presentanmuchasorganelasen comúncon las célulasde Leydig, pero

menosdesarrolladas:REL, mitocondrias,gotaslipídicas, etc...

Resultadosanálogosalos nuestroshansidoencontradospor Nistal y col.

(1986) durantela etapainfantil humanay Floresy col. (1989b) en testículoequino

durantela faseprepuberal. Ambos grupos de investigadoresobservan células de

Leydig fetalesen víasde degeneración,y células de Leydig infantiles o célulaspre-

Leydig con unamorfologíasimilar a las célulasde Leydig infantiles observadaspor

nosotros. En testículo humanoestas últimas se observandesdeel nacimientoy su

número desciendea partir de los 8 años de edad (Nistal y col. 1986). La

transformaciónde células mesenquimatosashacia nuevas células de Leydig, y la

degeneracióndecélulas de Leydig fetales, seproducede manerasimultánea (Wrobel

y col. 1988). A estascélulas de Leydig inmadurasse las consideranprogenitorasde

la poblaciónadulta(Prince, 1984).
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El estudioinmunohistoquimicoconsueroanti-testosteronanosha mostradola

escasaactividad de las células de Lcydig duranteel periodo infantil. Resultados

análogoshan encontradoNistal y col. (1986) en testículo humano, y Flores y col.

(1989b) en testiculo equino. Codesal y col. (1990) basándoseen resultados

inmunohistoquimicossimilares a los nuestros,junto al hecho de que el númerode

células de Leydig infantiles aumentaa la vez que el númerode células de Leydig

fetalesdisminuye,llegan ala conclusiónde queestasúltimascélulaspuedensufrir dos

tipos deprocesos:algunasdegeneranmientrasqueotrassediferencianhaciacélulasde

Leydig infantiles.

Otro resultado inmunohistoquimicointeresanteque obtuvimos fue la escasa

positividad de las célulasde Leydig fetalese infantiles frente al filamento intermedio

vimentina. Este hallazgo está en desacuerdocon los resultadosobtenidospor van

Vorstenboschy col. (1984)en testículode cerdo, los cualesencuentranunaevidente

positividad frente a este filamento intermedioen células de Leydig en estadode

regresión,y relacionansupresenciacon los cambiosdegenerativosque sufrenestas

células trasel nacimiento.

El estudiode la membranabasalexistentealrededorde los gruposde célulasde

Leydig fetalesnosmuestraresultadosanálogosa los observadosen el periodoanterior,

esdecir, unapositividadevidenteperodiscontinuafrentealaminina y al colágenoIV.

Estoshallazgoscoincidensóloen partecon los encontradospor Kuopio y col. (1989)

en testículode rata, ya que ellos ademásde evidenciarpositividad en la membrana

basalexistentealrededorde los gruposdecélulasde Leydig, tambiéndetectanreacción

alrededorde las células de Leydig infantiles, hecho quenosotros no hemospodido

constatar.

La cápsulaalbugínea,duranteestafaseinfantil, no ha presentadomodificaciones

importantes con respecto al periodo anterior. Seguimos sin observar células de

naturalezamuscular,quecomoya hemosseñaladoanteriormenteestándescritasen la

cápsuladel testículode rata(Leeson,1975) y en la de conejo(Leesony Forman,1981)
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Los resultadosobtenidosen testículosdegatospertenecientesa la fasepuberal

mostrarondiferencias muy marcadascon respectoal periodo anterior, encontrando

ademásque algunasde lasestructurasestudiadaspresentaronya característicastípicas

del animal adulto. Uno de los hallazgosmás característicosfue el predominiode los

túbulos sobreel intersticio, hecho queno apareceen fasesanterioresy queha sido

descritoen testiculoequinoduranteel periodoprepuberal(Floresy col. 1989a).

El comienzode la pubertadvienemarcadopor un aumentoen el diámetrode

los túbulos seminíferoscomoconsecuenciadel desarrollodel epitelio germinal (Nistal

y Paniagua,1983). Nosotros hemosobservadoque en esta fase la mayoría de los

túbulosseminíferoshan experimentadoun aumentoen el diámetrotubular, presentan

luces y su pared está tapizadapor células de Sertoli y varias capas de células

pertenecientesa la línea germinal. Sinowatz y Amselgruber (1986) relacionan la

apariciónde luz en el interior de los túbuloscon un incrementode la secreciónde

fluidos por partede las célulasde Sertoli y conla degeneraciónde célulasgerminales.

El estudioultraestructuralde las células de Sertoli nos muestraque éstashan

sufrido cambios muy significativos en el procesode maduración.Uno de los más

llamativos lo hemos encontradoen el núcleo, el cual aparecemuy eucromático,

presentaun nucleolo muy desarrolladoy tiene una profunda invaginación en la

membrananuclear. Estos resultadoscoincidencon los obtenidosen las células de

Sertoli adultasde la mayoríade los mamíferosestudiados(Nistal y Paniagua,1983;

Sinowatzy Amselgruber,1988; Floresy col. 1989a). Sin embargono hemoshallado

un nucleolovesicular como aparecedescrito en bóvidos (Sinowatzy Amselgruber,

1986), ni cuerpos satélites heterocromáticosque sí son observadosen roedores

(Flickinger, 1967). Nistal y Paniagua(1983) relacionanel patrón eucromáticodel

núcleo y el desarrollodel nucleolo con un aumentoen la actividad de la célula de

Sertoli, quecoincideconel inicio de la espermatogénesis,y el contornoirregular con

un mayor intercambioentreel citoplasmay el nucleoplasma.

La célulade Sertoli se extiendedesdela membranabasalhastala luz del túbulo

seminífero, siendo su contorno poco definido, ya que sus prolongaciones

citoplasmáticasestánrodeandoa las células germinales.En el citoplasmade estas

células hemosobservadoun RiEL muy desarrollado,un aparatode Golgi, numerosas
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mitocondriasy escasacantidadde RER. Estosresultadosson análogosa los hallados

en las células de Sertoli de otras especiesestudiadas(Flickinger, 1967; Nistal y

Paniagua,1983; Sinowatzy Amselgruber, 1986; Ekstedt y col., 1986). La presencia

de estasorganelasseha relacionadocon la produccióno transformaciónde hormonas

que crearíanun medio con una alta concentraciónde andrógenos,necesariopara el

procesodetransformaciónde las célulasgerminales,con la secreciónde un fluido rico

en iones(Sinowtazy Amselgruber, 1988) y con la síntesisde proteinascomo la ABP

(proteinaligadorade andrógenos),plasminógenoy transferrina(Waitesy col. 1985).

Las unionesentrelas célulasdeSertoli adultashan sidodescritasen numerosas

especies.Consistenen unionestipo ocluyentesquepresentanasociadasmicrofilamentos

y cisternas de RE en disposiciónparalela (Dym, 1973; Naganoy Suzuki, 1976;

Russell, 1979). Estas estructurasson la basede la barrerahematotesticular,que en

ratón quedaestablecidaen animalesde 16 díasde edad(Naganoy Suzuki, 1976), en

testículohumanosepuedecomenzara observara partir de los 8 años(Nistal y col.,

1983), en bóvidos es funcional en animales de 24 semanasde vida (Sinowatz y

Amselgruber, 1986) y en équidosespatenteentrelos 16 y 18 meses(Floresy col.

1989a).

En nuestroestudiohemosencontradoque,durantela fasepuberal,estetipo de

estructurasoloapareceentrelas célulasde Sertoli localizadasen aquellostúbulosque

presentanluz y queademásposeenvarios tipos de célulasgerminalesen diferentesde

grados de maduración.La mayoría de los autoresreconocenla gran influenciaque

tiene la formación de la barrerahematotesticularen el incio de la espermatogénesis

(Dym, 1973; Russell, 1979; Sinowatzy Amselgruber, 1986). Russselly col. (1989)

relacionantambiénestehechocon la apariciónde luces en el interior de los túbulos.

En las célulasde Sertoli tambiénhemosobservadounionestipo desmosómicas

con las células del epitelio germinal. Este tipo de unión ya ha sido descrita

anteriormentepor Russell(1979),queseñalasu importanciaen la orientacióny fijación

de las célulasgerminalesa las célulasde Sertoli, evitandoasísu prematuraliberación

haciala luz tubular.

Como ya hemosindicado, en algunos túbulos, duranteesta fase puberal,

aparecenvariostipos decélulasgerminalesen diferentesgradosde maduración,aunque
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la espermatogénesisno estátotalmenteestablecida.Entrelas célulasgerminaleshemos

encontradodos variedadesde espermatogoniastipo A, espermatogoniastipo B,

espermatocitosprimariosen diferentesfasesde división meiótica, un escasonúmero

de espermatocitossecundarioy algunasespermátidasredondas.Las espermatogonias

tipo B aparecenpor primeravezen estafasey secaracterizanpor sercélulasde menor

tamaño,tenerun núcleototalmenteesféricoy estaralgo másalejadasde la membrana

basaldel túbulo.

Estos resultadosson análogosa los obtenidospor Foote y col. (1972) en

testículode perro, dondedescribedos variedadesde espermatogoniastipo A y una

variedadde espermatogoniatipo B, y a los halladospor Pier (1985) en testículode

gato, aunqueen este caso la nomenclaturautilizada por este autorvaría algo con

respectoa la nuestra,ya quehabla de espermatogoniastipo A, espermatogoniasIn

(intermedias)y espermatogoniastipo B.

En otrasespeciessin embargolos resultadosdifierenalgo de los nuestros.Así

en testículo humanose describen4 variedadesde espermatogoniastipo A y una de

espermatogoniatipo B (Paniaguay col. 1987),mientrasqueen bóvidos, sediferencian

tres variedades de espermatogoniastipo A, espermatogoniasintermedias y

espermatogoniastipo B (Ekstedty col. 1986).

En testículohumanolas espermatogoniastipo B aparecenpor primeravez en

testículos infantiles pero en número muy escaso,mientrasque los espermatocitos

primariosseobservana partir de los 8 ó 10 añosde edad(Paniaguay Nistal, 1984).

En nuestro caso hemos encontrado que, durante la fase puberal, existen

espermatogoniastipo B en un alto porcentajede túbulosseminíferos,mientrasque los

espermatocitosprimariossólohansidoobservadosen aquellostúbulosque presentaron

luces.

La distribución de los espermatocitosprimarios dentro de los túbulos

seminíferospresentauna organizaciónsimilar a la descritapor Russell (1977b) en

testículode rata. Hemosobservadoquelos espermatocitosen preleptotenese localizan

en el compartimientobasaldel túbulo seminífero,esdecir, por debajode las uniones

que integranla barrerahematotesticular,los espermatocitosen leptoteneocupanun

compartimientointermedio,mientrasque el restode los espermatocitosprimarios se
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localizan en el compartimiento luminal, es decir, por encima de la barrera

hematotesticular.

Coincidimoscon la mayoríade los autores(Clermont, 1963; Swierstra, 1968;

Footey col., 1972; Pier, 1985; Ekstedt y col., 1986; Paniaguay col., 1987) en que

los espermatocitossecundariosson muy difíciles de observar, ya que rapidamente

sufrenuna segundadivisión meióticay se transformanen espermátidas.

En cuanto a la lámina propia de los túbulos seminíferos,duranteesta fase

puberaladquiereunaorganizacióndefinitivae idénticaa la quepresentaráen el animal

adulto. Aparece integradapor una membranabasal simple y alrededorde ella se

disponeuna solacapade célulasperitubularesmioides.Estaorganizaciónessimilar a

la que presentael testículoequinoen la faseadulta(Floresy col. 1989a)y diferente

a la queexisteen óvidos (Bustos-Obregóny Courot, 1974), en bóvidos (Wrobel y col.

1979) y en humana(Nistal y Paniagua,1983), las cualessecaracterizanpor teneruna

membranabasalde aparienciamultilaminar, y de tres a cinco capasconcéntricasde

célulasperitubulares.

Con respectoa los resultadosinmunohistoquimicosde los túbulos seminíferos

duranteestafasepuberal,algunosde los obtenidosfuerondiferentesa los descritosen

fasesanteriores.Así frente a la vimentinaencontramosunaintensainmunotinciónen

las células de Sertoli localizadaprincipalmentealrededordel núcleoy en la periferia

celular.Comoyahemosindicadoanteriormente,Frankey col. (1979)consideranaeste

filamento típico de la célula de Sertoli adulta, y de vital importancia en el

mantenimientode la complicadaarquitecturade estascélulas. En la membranabasal

que existe alrededorde los túbulos seminíferosobservamosuna positividad media

frente a la laminina y al colágeno tipo IV, ambosconstituyentesesencialesde las

membranasbasales(DeLellis, 1988).

Uno de los resultados inmunohistoquimicosmás interesantesque hemos

encontradoes la reacción,por primeravez a lo largode nuestroestudio,de las células

peritubularesfrentea la desminay a la vimentina,aunquedemaneradébil. La desmina

esconsideradacomoun marcadorespecíficode célulasmioides(Virtaneny col., 1986;
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Anthony y Skinner, 1989), y su presenciaestádescritaen testículo adulto humanoy

de rata(Virtaneny col., 1986; Anthony y Skinner, 1989). Los resultadosobtenidosen

estas célulasnos haceconsiderarel hechodeque lascélulasperitubularesmioidesdel

testículode gato presentanalgunascaracterísticasdiferencialescon respectoa otras

especies.Nosotros hemosdetectadola desminapor primera vez y de manera muy

débil, en la fase puberal, mientrasque en rataseste filamentoestá ya presenteen

animalesreciénnacidosy seexpresade maneramuy evidenteen los adultos(Virtanen

y col., 1986). Esto nos lleva a concluir que las célulasperitubularesmioidesadultas

del testículode gatopresentandesmina,peroen muypequeñacantidad,lo quedificulta

su inmunotinción.

En la zona de unión entre los túbulos seminíferosy túbulos rectos, hemos

podidodiferenciardos zonas,al igual queWrobel y col.(1986)en testículobovino de

20 a 25 semanasde edad: un segmentoinicial quepresentaluz y está integradopor

célulasde Sertoli formandounasolacapa, y otro segmentosin luz integradotambién

sólo por células de Sertoli dispuestasen varias capasy quehacenprotusiónhaciael

interior de la parteinicial de los túbulos rectos.

La red testicularpresentaen estafaseunaorganizaciónsimilara la descritapor

Viotto y col. (1993) en gato adulto. Se caracterizapor la presenciade tres partes

diferentes:septal, mediastínicay albugínea,de las cualesla másdesarrolladaes la

parte medistínica, que consiste en una red de canales de luces amplias

intercomunicadosentre sí y dispuestoa lo largo de todo el mediastinotesticular.

Ultraestructuralmentelas células epiteliales de la red testicular han presentado

característicassimilaresen los tressegmentos.Destacamosla presenciade complejos

de unión entrecélulas adyacentesy la existenciade microvellosidades,estructuras

tambiénobservadaspor Wrobel y col. (1986) en testículobovino.

Con respectoa la presenciade filamentosintermediosen las célulasepiteliales

de los túbulosrectosy redtesticular,estamosde acuerdoconlos resultadosobtenidos

por Dinges y col. (1991), que señalana las citoqueratinasy vimentinas como

filamentos intermedios típicos de las células de estas estructuras.Sin embargo
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queremosindicar que, aunqueestos filamentosse expresanen fasesanteriores,su

positividades más intensaen el periodopuberal.

Duranteesta fase puberal, el intersticio sigue siendo escaso,aunquehemos

encontradoalgunasdiferencias significativas con respectoal periodo anterior. Las

células más numerosasson las células de Leydig poligonales,que como ya hemos

indicadoen fasesanteriores,seencuentranreunidasformandogruposlocalizadosentre

los túbulos seminíferos,en el mediastinotesticulary debajode la túnica albugínea,

organizaciónidéntica a la descritapor Wrobel y Hees (1990) también en testiculo

felino.

Ultraestructuralmenteestas células presentancaracterísticasanálogasa las

célulasde Leydig adultasdescritasen otrasespeciesanimales: un núcleoredondoy

eucromático,un RiEL muy desarrollado,numerosasmitocondriasconcrestastubulares

y vacuolasde grasa(Belt y Cavazos,1967; Nistal y col., 1986; Lunstray col., 1986;

Floresy col., 1989).Todasestasorganelasson indicativasde la capacidadque tienen

estascélulasparala síntesisde hormonasesteroideas(Lunstra y col., 1986).

Tambiénqueremosdestacarla presenciaentrelas célulasde Leydig adyacentes

de complejosde unión. Estacaracterística,tambiénha sido observadapor Wrobel y

col. (1986)en testículobovino, los cualesindican,quelas célulasde Leydig próximas

a los vasosrecibenseñalesgonadotrópicasy producenpequeñasmoléculasmensajeras,

capacesde pasara travésde los complejosde unión a célulasmásdistantantesde los

vasos. En definitiva, estas estructurasmodularían la producción de andrógenos

testiculares.Sin embargo,tambiénhemosencontadoqueexistenalgunascaracterísticas

diferencialesconlascélulasde Leydig de bóvidos,dondeseobservanademásun RER

muy desarrollado(Wrobel y col., 1981).

Otro hallazgo ultraestructuralinteresante,quequeremosdestacar,es que la

membranabasal observadaalrededorde los grupos de células de Leydig en fases

anteriores,apenases evidenteduranteesteperiodo.

Por otro ladoes llamativo el descensoqueseproduceen el númerode células

de Leydig infantiles, con respectoal periodoanterior. Estosresultadosson análogos

a los encontradospor Nistal y col. (1986)en testículohumano,dondedescribencómo
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a partir de los 8 añosde edadaparecencélulas de Leydig adultascuyo númerova

aumentandogradualmente,a la vez queva disminuyendoel número de células de

Leydig infantiles.

La mayoríade los autoresestánde acuerdo en que las células de Leydig

infantiles desaparecendurantela pubertad,a la vez que las célulasde Lcydig adultas

sediferenciana partir de fibroblastosintersticialeso célulasmesenquimatosas(Lunstra

y col., 1986; Nistal y col., 1986; Kuopio y col., 1989).

En el estudioinmunohistoquimicodel intersticioduranteestafasepuberal,cabe

destacarla intensareacciónquehan presentadolas célulasde Leydig adultasfrente al

suero anti-testosíerona,terminandode verificar así la alta capacidadde estascélulas

para la secreción de hormonas esteroideas.Estos hallazgos coinciden con los

encontradosen el testículohumano(Nistal y col., 1986) y en testículoequino(Flores

y col., 1989b)durantela fasepuberal.

Estamosde acuerdoconLunstray col. (1986) que señalanqueel comienzode

la pubertad está íntimamente relacionado con los cambios que se observan

ultraestructuraimenteen las células de Leydig y la capacidadque adquierenestas

célulaspara la producciónde hormonas.A su vez, estosfenómenoscoincidencon un

aumentoen el diámetrodelos túbulos seminíferosy conla proliferaciónde las células

germinales(van Straateny Wensing, 1978).

También son interesanteslos resultados inmunohistoquimicosque hemos

obtenidoalrededorde los gruposde célulasde Leydig, dondehemosencontradouna

positividad muy débil frente a lamininay al colágenotipo IV. Estos resultadosson

similares a los descritospor Kuopio y col. (1989) en testículo de rata. Para estos

autores, la diferente positividad detectadaen la membranabasal de las células de

Leydig fetalesy en las célulasde Leydig adultasfrente a laminina y al colágenoIV,

confirman el concepto de que se trata de dos poblacionesde células de Leydig

diferentes.

Los resultadosobtenidosen la cápsuladuranteestaetapapuberalnosmuestran

queyano existeunadiferenciatanmarcadaentrela superficieinternay externa,como
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aparecíaen fasesprevias.Comoya hemosindicado anteriormente,la localizaciónde

la túnicavasculares interna, al igual que la de cerdosy la de équidos(Banks, 1993).

En la faseadultahemos incluido testículosde animalesa partir de los 8-9

mesesde edad, los cualeshan presentadocomocaracterísticascomunes,la presencia

de túbulos seminíferos con luces amplias y el establecimientocompleto de la

espermatogénesis.Estosresultadoscoincidencon los obtenidospor Kirkpatrick (1985)

que indican la presenciade espermatozoidesen gatosapartir de los 8 mesesde edad.

Entre las célulasde los túbulos seminíferoshemospodido diferenciartodos los

elementospertenecientesala líneagerminal:espermatogoniastipo A, espermatogonias

tipo B, espermatocitos primarios en diferentes fases de división meiótica,

espermatocitossecundarios,espermátidasredondasy alargadas,y espermatozoides

desprendidosen la luz tubular.

El estudiode los túbulos seminíferosen diferentescorteshistológicos,nos ha

permitido comprobar como éstos varían de aspecto a causa de las diferentes

asociacionescelularesquecontienen.Estosestadoso asociacionesen los que se divide

el ciclo del epitelio seminíferohansido estudiadosen la mayoríade los mamíferos

empleandodiferentescriterios.

Paranuestroestudiohemosutilizadoel criterio empleadopor Clermont (1963)

y Swierstra(1968), basadoen la morfologíay localizaciónde las célulasgerminales,

y asíhemospodidodiferenciar8 estadioso asociaciones.Comopuntode partidadel

inicio del ciclo delepitelio seminífero,hemostomadodereferenciala apariciónde una

nueva generación de espermátidasredondasy la ausenciade espermatozoides

(Swierstra,1968; Foatey col., 1976).

Nuestrosresultadosson similaresa los descritosen cerdo (Swierstra,1968) y

en perros(Foote y col., 1972), aunquepresentandoalgunasdiferencias:en ambas

especieslas espermatogoniastipo B aparecena partir del estadioVI, mientrasque en

nuestrocasolas hemosobservadoa partir del VII.

Nuestradescripcióndifiere tambiénen parte, con la realizadapor Pier (1985)

en testículode gato. Esteautor, aunqueseñalala existenciade 8 asociacionesen el

ciclo del epitelio seminíferodel gato, observalas espermatogoniastipo B en los
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estadiosIII y IV. Pensamosque estas diferencias son lógicas, ya que el criterio

utilizadopor Pier (1985) es el empleadopor Leblondy Clermont (1952) basadoen las

diferentesfasesdel desarrollodel acrosomade la espermátida.

Queremosasí mismo indicar que, aunquenuestrosresultadosdifieren de los

obtenidosen testículohumanodondesedescriben6 asociacionescelulares(Clennont,

1963), encontramostambiénalgún punto en común,puestoquehemosobservadoque

en algunostúbulosseminíferospuedencoexistir másde unaasociacióncelular.

En el estudioultraestructuralde los túbulosseminíferosduranteestafaseadulta

destacamosel total establecimientode la barrerahematotesticular,que divide a los

túbulos en dos compartimientos:basaly adiuminal. Cualquieralteraciónque afecte a

la integridadde esta estructuraoriginaría gravesalteracionesen el microambiente

creadoen el túbulo seminífero, quedandoseriamentedañadala espermatogénesis

(Ekstedty col., 1986>.

En el citoplasmade las célulasde Sertoli hemosobservadoacúmulosde REL

en aquellaszonaspróximas a las espermátidas.Estasestructurastambiénhan sido

descritasen los testículosbovinos (Sinowatz y Amselgruber, 1988) y en humanos

(Nistal y col., 1986).

Dentro de los túbulos seminíferos,entre las espermátidasque se hallan en

idéntica fase de desarrollo, hemoshallado puentesintracitoplasmáticos.ParaDym y

Fawcett (1970), esto es indicativo del origen común de estas células a partir de la

mismaespermatogonia.

Los resultadosinmunohistoquimicos,obtenidosen el túbulo seminíferoen esta

fase, no han mostradodiferencias significativas con respecto al periodo puberal.

Encontramosuna inmunotinciónintensaen las células de Sertoli frente al filamento

intermediovimentina, localizadaprincipalmentealrededordel núcleoy en la periferia

del citoplasma. Como ya hemoscomentado,estos resultadosson análogosa los

obtenidospor Franke y col. (1979) en testículode rataadulta.

Tambiénobservamosunapositividadfuertealrededorde los túbulosseminíferos

frente al colágenotipo IV y laminina, marcadoresambosespecíficosde membranas

basales(DeLellis, 1988>.

162



Discusión

El estudio ultraestructurale inmunocitoquimicode las células peritubulares

mioides no ha reportadonadanuevo con respectoa la fase anterior, por lo que

queremosrecalcarlo yaseñaladopreviamente,y esquelas célulasmioidesdel testículo

de gatopresentanescasacantidadde desminaen comparacióncon las de otrasespecies,

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

1986).

En esta fase adulta, en la zonade unión entre los túbulos seminíferosy los

túbulos rectos hemosobservadotres zonasbien definidas: una región de transición

dondeseobservacomoexiste una pérdidagradualde los elementosgerminales,una

región intermediaintegradasólopor célulasde Sertoli dispuestasen una capa, y una

región terminal queno presentaluz, dondeexistenvarias capasde células de Sertoli,

y que se introduce en la parte inicial de los túbulos rectos. Estos resultadosson

análogosa los halladospor Wrobel y col. (1986)en testículo bovino, y por Viotto y

col. (1993)en testículofelino.

Uno de los resultados,quequeremosdestacar,esqueel procesode maduración

que sufre la zonade uniónentrelos túbulos seminíferosy túbulosrectos, se produce

en tresfases,y essimilaral descritopor Wrobel y col. (1986)en testículode bóvidos.

Durante la fase perinatal e infantil existe una transición brusca entre túbulos

seminíferosy túbulos rectos;en la fasepuberalaparecendos regionesbién definidas:

una región dondeexiste una disminucióndel diámetrodel túbulo y queestá libre de

célulasgerminales,y unasegundaregiónintegradapor célulasde Sertolidispuestasen

varias capasy que haceprotusiónhaciael interior del túbulo recto; en la faseadulta

encontramosque estazonaquedaintegradapor las tres regionesquehemosdescrito

anterionnente.

Encontramosque el resto de las estructurasque integran la red testicular,

presentancaracterísticashistológicasy ultraestructuralessimilaresa las descritaspor

Dym (1976) en variosmamíferos,y por Viotto y col. (1993)en gato.

En cuantoa los hallazgosinmunohistoquimicosobtenidosen los túbulos rectos

y red testicular, queremosindicar la intensareacción que mostraron las células
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epitelialesfrentea las citoqueratinasde amplioespectro,resultadosque, coincidencon

los obtenidosen testículohumanoadulto por Achtstáttery col. (1985).

A lo largo de nuestrasinvestigacioneshemospodidocomprobar,la positividad

de las célulasepitelialesde los túbulos rectosy red testicularfrente a las citoqueratinas

de amplio espectroy a la vimentina, en las cuatro fases estudiadas.Sin embargo

queremosdestacarque, aunquela presenciade estosfilamentosha sidoevidentedesde

la faseneonatal,estapositividadha sido más marcadaen las fasespuberaly adulta.

Estos resultadosnos sugieren que, en el proceso de maduraciónde las células

epiteliales de estas estructuras,se produceun aumentoprogresivodel número de

filamentosintermedios.

Otro hechoquenos gustaríaresaltaresqueel patrónde distribuciónde estos

filamentosha sido diferentesegúnla fase, y asíduranteel periodoperinatale infantil

encontramosque se localizaban principalmenteen la región apical de las células

epitelilales, mientrasque en las fasespuberaly adultala distribución ha sido más

homogéneaa lo largo de todo el citoplasma. Este resultado está parcialmenteen

desacuerdoconel obtenidopor Dinger y col. (1991), ya quedurantela faseneonatal

e infantil encuentranquela inmunorreacciónfrente a la vimentinay citoqueratinases

más o menoshomogéneaen todo el citoplasma,mientrasque en la fase adulta la

vimentinaes másintensaen la basecelulary lascitoqueratinasen la superficieapical.

El intersticio,duranteestafaseadulta,estáintegradoprincipalmentepor células

de Leydig adultas,ya que las célulasde Leydig infantiles han desaparecido.

Las característicasultraestructuralesde las célulasde Leydig, como ya vimos

en la fase puberal, son similares a las descritasen las células de Leydig de otras

especiesanimales:un gran desarrollodel REL, mitocondriasdecrestastubulares,gotas

lipídicas... (Belt y Cavazos, 1967; Nistal y col., 1986; Lunstray col., 1986; Flores

y col., 1989b), organelastodas ellas típicas de una célula productorade hormonas

esteroideas(Lunstra y col., 1986).

El estudio inmunohistoquimicodel intersticio duranteesta fase adulta nos

muestrala fuerte inmunotinciónquepresentanla mayoría de las células de Leydig
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frente al suero anti-testosterona,resultadosimilar a los obtenidospor Nistal y col.

(1986) en testículohumanoy por Floresy col. (1989b) en testículoequino.

Por los resultados obtenidos tanto histológicos como ultraestructuralese

inmunohistoquimicosen el intersticio a lo largo de las cuatro fases estudiadasen el

testículode gato, consideramosque en el desarrollode las células de Leydig existen

tres estadiosconsecutivos:células de Leydig fetales,células de Leydig infantiles, y

células de Leydig adultas. Estos resultadosestánde acuerdocon las observaciones

realizadaspor Kuopio y col. (1989)en testículode ratay con los resultadosobtenidos

por Codesaly col. (1990) en testículo humano. Resultadostambién similares son

hallados por Flores y col. (1989b) en testículo equino, donde se describen tres

poblacionesde célulasde Leydig: fetales, pre-Leydígy adultas.

A. la vista de los resultadosobtenidosa lo largo de nuestroestudiosobrela

maduracióntesticular felina, hemospodidocomprobarque, si bién esteprocesotiene

numerosos puntos en común con la maduración testicular de otros mamíferos

estudiados,aparecenuna serie de característicaspropiasclaramentereflejadasen el

desarrollode estainvestigaciónqueno habíansidoconstatadashastala fechay quenos

gustaríaampliar y completarcon futuras aportaciones.
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Enel desarrollodel testículodel gatose puedendiferenciarcuatrofaseshistológicas

biendefinidas: perinatal, infantil, pubera.l y adulta.

2.- La Barrerahematotesticularesevidentedurantela fasepuberal,en aquellostúbulos

quepresentanluz y estratificaciónde su epitelio germinal

3.- Las célulasde Sertoli experimentanun aumentogradualdel filamento intermedio

vimentinaduranteel procesode maduracióntesticular,evidenciándosepor vez

primera en la faseinfantil y aumentandohastala faseadulta.

4.- La maduraciónde las células peritubulareshacia mioides, se producedurantela

fasepuberal. Estascélulasse caracterizan,tanto en dicha fasecomoen la adulta, por

la escasacantidadobservadadel filamento intermediodesmina.

5.- Las células epiteliales tanto de los túbulos rectos como de la red testicular,

presentanya desdela faseperinatal,una coexpresiónmuy evidentea los filamentos

intermediosvimentinay citoqueratinas.

6.- En las cuatrofasesestudiadaslas célulasde Leydig aparecenorganizadasen grupos

de forma y númerode elementosintegrantesvariables, localizadosentrelos túbulos

seminíferos,en el mediastinotesticularpor debajode la cápsulatesticular.

7.- En las fasesperinatale infantil se ha observadoultraestructuralmente,la presencia

de una membranabasaldiscontinuaalrededorde grupos de células de Leydig, que

inmunohistoquimicamenteespositiva a laminina y colágenotipo IV.
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8.- El estudio inmunohistoquimicode las células de Leydig con el suero específico

antitestosterona,evidenciala capacidadsecretorade estas células durantelas fases

perinatal,puberaly adulta.
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RESUMEN

Hemosrealizadoun estudiohistológico, ultraestructurale inmunohistoquimico
del testiculo del gato, desdela fase fetal tardía hastaalcanzar la madurezsexual,
utilizando testículos de 51 animales obtenidos mediantecastracióno a partir de
animaleseutanasiadosque no presentaronalteracionestesticulares.

El estudiohistológiconospermitiódividir el desarrollodel testículodel gatoen
cuatrofasesbien definidas:perinatal(feto a términoa 1 mesde edad),infantil (1 a 4-
4,5 meses),puberal(4-4,5 a 6-7 meses) y adulta(de 6-7 mesesen adelante).

La faseperinatalsecaracterizópor la presenciadepequeñostúbulosseminíferos
separadosentresí porabundanteintersticio, el cualestabaintegradoprincipalmentepor
célulasde Leydig fetalesorganizadasen grupos.

Duranteesteperiodoevidenciamospositividaden las membranasbasalesde los
túbulosseminíferos,túbulosrectosy red testicularfrentea lamininay al colágenotipo
IV, y la coexpresiónde las células epitelialesde los túbulosrectos y red testicular
frente a la vimentinay las citoqueratinas,hechosquese repitierona lo largode todos
los periodosestudiados.En el intersticioseobservóinmunorreacciónen las célulasde
Leydig fetales frente a la vimentina y testosterona;así mismo, la membranabasal,
evidenciadaultraestructuralmentealrededor de los grupos de células de Leydig,
presentóunapositividadevidentepero discontinuafrentea lamininay a colágenotipo
IV, duranteestafase y la infantil.

El periodo infantil se caracterizó por presentarel parénquimatesticular
organizadoen lobulillos testicularesmedianteel desarrollode tabiquesincompletosde
tejido conjuntivo. Los túbulosseminíferoscarecíande luces, y en el intersticio, que
estabamenosdesarrolladoque la faseanterior, se observarondos tipos de célulasde
Leydig: fetalesen víasde degeneracióne infantiles.

Entre los resultadosobtenidosen esteperiodoqueremosresaltarla positividad
de las células de Sertoli frente a la vimentinay la ausenciade reacciónde las células
de Leydig frente a testosteronay a vimentina.

La principal característicade los testículos en la fase puberal fue que el
desarrollodelos túbulosseminíferosno erauniforme,existiendozonascontúbulosque
carecíande luces,junto aotrasdondelos túbulospresentaronlucesy estratificacióndel
epitelio germinal. Ultraestructuralmente,en estos túbulos se observó que la barrera
hematotesticularestabaya establecida.En el intersticio comprobamosla escasa
presenciade células de Leydig infantiles y de numerosascélulasde Leydig adultas.

En esteperiododestacóla inmunotinción,quepresentaronpor primeravez las
células peritubularesfrente a desminay a vimentina, hecho que también pudimos
observaren la faseadulta.Tambiéncaberesaltarla existenciade numerosascélulasde
Leydig positivasa testosterona.

La faseadultasecaracterizópor la presenciadetúbulosseminíferoscon amplias
luces,dondela espermatogénesisestabatotalmenteestablecida,distinguiéndoseademás,
ochoasociacionescelularesen el ciclo del epitelio seminífero.Queremosresaltarasí
mismo la intensainmunotinciónque presentaronla mayoríade las células de Leydig
frente a la testosterona.
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SUMMARY

We haveaccomplisheda histological,ultrastructuraland immunocytochemical
study of the testiclesof 51 cats ranging from late fetal stage to sexual maturity.
Testicleswere obtainedby castrationor from euthanizedanimals which presentedno
testicularalterations.

From thehistologicalstudy, thedevelopmentof thetesticleof thecat couldbe
divided in four distinct phases:perinatal (late fetal to te 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
monthson).

The perinatalphasewas characterizedby the presenceof small seminiferous
tubulesseparatedby abundantinterstitial tissue,mainly comprisedof fetal Leydig celís
organized in groups. During this stage, positive celís to laminine and to type IV
collagen were detectedin the basalmembranesof the seminiferoustubules, straight
tubulesand rete testis.Coexpressionof vimentineandcytokeratinswas detectedin the
epithelial celísof te straight tubulesand the rete testis. This coexpressionwas also
seen in alí of the other stages. A marked immunoreactionagainstvimentine and
testosteronewas observedin fetal Leydig celísof the interstitium. Moreover, during
both the perinataland infantile phases,the basalmembranearound the groups of
Leydig celís presentedan evidentbut discontinuouspositive reaction to laminine and
type IV collagen.

Ihe infantileperiodwascharacterizedby te presenceof testicularparenchyma
organizedin testicularlobulesby te developmentof incompletewalls of connective
tissue.The seminiferoustubulespresentedno lumen,andin theinterstitium, which was
less developedthanin thepreviousphase,we couldobservetwo typesof Leydig celís:
degeneratingfetal celís andinfantilecelís. During thisphase,Sertoli celíswerepositive
to vimentine and Leydig celís were negativeto testosteroneand vimentine.

The main characteristicof te testicles in te pubertal phasewas that the
developmentof the seminiferoustubuleswasnot uniform. Ihereweresomeareaswere
the tubuleshad no lumen, next to others where the tubulespresentedlumen and
stratifiedgerminalepithelium.Ultrastructurally,in thesetubulestheblood-testisbarrier
was alreadyestablished.In theinterstitiumthere were few infantile Leydig celis, but
abundantadult Leydig celís. During this phase,theperitubularcelís were positive to
desmineand vimentinefor thefirst time, a fact that wecould alsoobservein theadult
phase,aiongwith numerousLeydig celís positive to testosterone.

The adultphasewascharacterizedby thepresenceof seminiferoustubuleswith
wide lumeos,wherespermatogenesiswastotally established.Eight cellularassociations
couldbe distinguishedin thecycleof the seminiferousepithelium.In theinterstitium,
most of the Leydig celís werepositive for testosterone.
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