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ESTRUCTURA DEL TESTÍCULO: SU REGULACIÓN HORMONAL,

PARACRINA Y AUTOCRINA

El testículo humano está constituido por los tubos seminíferos y el intersticio

testicular, el cual contiene abundantes vasos sanguíneos y linfáticos y células de Leydig, así

como macrófagos, células cebadas,211 tejido conjuntivo laxo y terminaciones nerviosas. Los

tubos seminíferos contienen células de la línea germinal y células de Sertoli. En los tubos

seminíferos humanos estan bien establecidos dos compartimentos celulares: un

compartimento basal que contiene las espermatogonias y un compartimento adluminal que

contiene el resto de células espermatogénicas. Estos dos compartimentos están separados

por un triple filtro, formado por las células mioides peritubulares, la lámina basal y las

uniones entre las células de Sertoli, que constituye la denominada barrera hematotesticular,

la cual regula el paso a la luz tubular de los nutrientes, las hormonas y los factores de

crecimiento necesarios para la espermatogénesis.283 En el hombre, el mantenimiento de una

espermatogénesis cuantitativamente normal es un proceso dependiente de andrógenos. El

efecto de la testosterona sobre la espermatogénesis está mediado por las células de Sertoli,

puesto que se han encontrado receptores de andrógenos (RA) en la células de Sertoli198,348 y

no en las células germinales.

Se requiere la acción de la FSH para la regulación de la espermatogénesis y de la

esteroidogénesis testicular.183,211 En el testículo de mamíferos, incluido el testículo humano,

existe una íntima regulación paracrina que se establece fundamentalmente entre el epitelio

seminífero y las células de Sertoli y entre éstas y las células de Leydig, aunque participan

también en estos cambios paracrinos las células mioides de la pared tubular y los

macrófagos intersticiales.62,273 La espermatogénesis y la esteroidogénesis están reguladas,

por tanto, por las hormonas hipofisarias y por un control paracrino intratesticular;19,65,235 de

modo que las hormonas hipofisarias proporcionarían el estímulo básico del que dependen

las funciones testiculares, mientras que la intensidad y el momento de la respuesta de las

células testiculares a este estímulo estaría regulado por interacciones recíprocas entre las

células de Sertoli y las células germinales, entre las células de Sertoli y las células de

Leydig, y entre las células de Sertoli y las células mioides peritubulares.273

Durante el ciclo del epitelio del túbulo seminífero humano, se han reconocido seis

estadios madurativos correspondientes a las seis asociaciones de las células de la línea
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germinal humana.49 Estas asociaciones se han relacionado, en parte, con cambios

morfológicos y funcionales de las células de Leydig peritubulares y de las células de Leydig

intersticiales; a la vez que se correlacionan, en el hombre normal, con una inmunoexpresión

de testosterona en las células de Leydig peritubulares mayor que en las intersticiales.241 En

el testículo humano, tanto las células de Leydig peritubulares como las células de Leydig

intersticiales son de tamaño similar, y los cambios en el volumen de las células de Leydig

peritubulares durante el ciclo del epitelio del tubo seminífero se deben a cambios en el

número de células, pero el tamaño medio de ambos tipos de células de Leydig permanece

constante durante todo el ciclo. Sin embargo, la afinidad para anticuerpos antitestosterona es

mayor en las células peritubulares, lo que sugiere diferencias funcionales entre ambos tipos

de células.231 Además, se ha observado un aumento del número de células de Leydig

peritubulares durante las fases I y II del ciclo asociado, a una disminución del número de

células de Leydig intersticiales. Entre otras posibilidades, se puede especular que, en los

estadios I y II del ciclo, las células de Leydig perivasculares dejarían el espacio intersticial y

emigrarían a la túnica propia,241 aumentando así el número de células de Leydig

peritubulares y su contenido de testosterona. En los siguientes estadios de la

espermatogénesis, muchas de las células de Leydig peritubulares involucionarían y su

contenido en testosterona disminuiría.231

En células de Leydig de rata, se ha encontrado que los niveles de LH y de RA son

inferiores en las células de Leydig inmaduras que en las células de Leydig maduras adultas,

lo que está en consonancia con la hipótesis de que las progenitoras de las células de Leydig

de la rata son estimuladas por la LH y el RA.295 El hecho de que diferentes poblaciones de

células del mismo tejido puedan responder a una determinada estimulación hormonal por

diferentes vías, puede venir de la diferente actividad funcional de un determinado receptor

hormonal específico;200 además, pueden existir múltiples regiones específicas en los sitios

de transporte de la hormona a su receptor.200 Por ejemplo, las células responden al estradiol

por tres mecanismos separados que incluyen la síntesis, la reutilización y el reciclaje;200 por

el contrario, se ha visto que la progesterona presenta un incremento del control regulador

negativo.200

Las células de Sertoli funcionalmente activas son absolutamente necesarias  para la

multiplicación y la maduración de las células germinales,63 pero además, las células
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germinales regulan la función cíclica de las células de Sertoli.273 Estas interacciones

bidireccionales entre las células de Sertoli y las células germinales pueden establecerse por

elementos de unión entre ambos tipos de células.268 La actividad funcional de las células de

Sertoli, tanto humanas como de roedores, está también regulada por el estadio del ciclo

espermatogénico. En la fase VII y VIII del ciclo de la rata, las células de Sertoli alcanzan su

máxima secreción de proteína ligadora de andrógenos (ABP),259 de activador del

plasminógeno362 y de actividad de fosfodiesterasa,235 y la mínima estimulación por FSH de

la producción de AMPc, con una mínima unión a FSH (I-125).235 Se han descrito también

otros cambios ultraestructurales en la célula de Sertoli durante el ciclo del epitelio

seminífero, principalmente acúmulo de gotas lipídicas,150,230 así como alteraciones en las

uniones celulares.

Dado que las células de Sertoli y las células de Leydig se encuentran en dos

compartimentos testiculares diferentes, es necesario que la testosterona sea una hormona

difusible. La testosterona estimula la secreción de ABP308 en la célula de Sertoli, así como

también la actividad de la RNA polimerasa.159 El efecto regulador de la célula de Leydig

sobre la célula de Sertoli podría estar mediado por algún péptido derivado de la

propiomelanocortina (POMC).14,233 Uno de los factores de interacción paracrina entre las

células de Leydig y las células de Sertoli serían los opioides testiculares,233 sintetizados por

las células de Leydig, que tienen receptores específicos en las células de Sertoli. La célula

de Sertoli respondería a la fijación de estos opioides en sus receptores con la síntesis y

excreción de LHRH testicular. La demostración de receptores específicos de LHRH en las

células de Leydig confirma el efecto local, o paracino de este péptido.28 Es imprescindible

que las células de Sertoli desarrollen completamente sus funciones normales para que se

produzca la multiplicación y la maduración de las células germinales,273 lo que está

favorecido por las diferentes productos de secreción  de las células de Sertoli, que modulan

la respuesta de las células de Leydig a la LH y HCG. Sin embargo, en ciertas condiciones

patológicas esta regulación paracrina podría hacerse autónoma y estimular por sí sola, sin la

acción de las gonadotropinas, una verdadera pubertad.273

Las células peritubulares proporcionan integridad estructural al tubo seminífero, son

responsables de la contracción del mismo y actúan como una barrera inespecífica.213

Además, las células mioides peritubulares probablemente participen también en la



Introducción    5

regulación de la función de la célula de Sertoli, a través de factores difusibles que estarían

secretados por estas células mioides.273 Es más, algunos de los efectos de la testosterona en

los cultivos de células de Sertoli están mediados por las células mioides que contaminan

dichos cultivos.307

Los andrógenos son hormonas esteroideas secretadas primariamente por los testículos

y las glándulas adrenales y desempeñan un papel crítico en la reproducción, coordinando

diversas funciones fisiológicas que incluyen funciones cerebrales y procesos específicos de

proliferación celular y de apoptosis.266 Los andrógenos son necesarios para la normal

expresión del fenotipo masculino, ya que inducen el desarrollo de las características

sexuales secundarias, así como la iniciación y el mantenimiento de la espermatogénesis.55

De hecho, los andrógenos son fundamentales en el desarrollo de la pubertad, de la fertilidad

masculina y de la función sexual masculina.69 Los dos andrógenos más importantes son la

testosterona y la 5-alfadihidrotestosterona.33 El desarrollo de una espermatogénesis normal

exige una adecuada expresión y función de los andrógenos y de los RA.42 Para mantener

una espermatogénesis correcta se necesitan niveles altos de testosterona intratesticular

secretada por las células de Leydig, y esta testosterona es ofertada a los túbulos seminíferos

uniéndose a la proteína transportadora de andrógenos (ABP). De este modo, la testosterona

penetra en las células de Sertoli y se une a los receptores nucleares específicos del RA -un

miembro de la superfamilia de receptores nucleares-,266 activando la síntesis y la secreción

de proteínas y de otros factores de crecimiento que regulan la espermatogénesis; asimismo,

facilita la meiosis e inhibe la apoptosis de las células germinales.69

El mantenimiento de la espermatogénesis por la testosterona se realiza por las

acciones directas de la FSH y de la LH que, a su vez, regulan la actividad de las células

somáticas del testículo. La LH controla la producción de testosterona por las células de

Leydig, mientras que la FSH actúa de forma indirecta a través de las células de Sertoli; esto

es debido a que las células germinales carecen de receptores para esta hormona, por lo que

la FSH influye indirectamente en la espermatogénesis.297 La activación de receptores

esteroideos específicos, por medio de la traslocación reversible del complejo esteroide-

receptor esteroideo hacia el núcleo -sitio donde se une al DNA-, provoca o inhibe la

transcripción de determinados genes imprescindibles en la regulación funcional del

testículo.
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Algunos estudios realizados en primates no humanos y en el hombre no han

conseguido encontrar una asociación entre el grado de relación del RA de las células de

Sertoli y el estadio del epitelio seminífero;285,357 sin embargo, estudios previos realizados

por nuestro grupo han confirmado una diferente expresión del RA en las células de Sertoli

en las distintas fases del ciclo seminífero humano,318 lo que permite relacionar el RA de

forma muy directa con los mecanismos de la regulación que los andrógenos ejercen sobre la

espermatogénesis.329 No obstante, la visualización de la inmunotinción del RA depende,

entre otros, del tipo de anticuerpo anti-receptor de andrógenos utilizado; así, cuando se

utiliza a altas concentraciones el anticuerpo anti-RA denominado PG21, todas las células

positivas al RA del testículo humano presentan una intensa inmunotinción; al contrario, si

disminuye la concentración de PG21, es posible distinguir diferente intensidad de

inmunotinción del RA en los núcleos de las células de Sertoli relativamente próximos entre

sí, mientras que no se aprecian variaciones del RA en las células mioides peritubulares y,

por el contrario, a bajas concentraciones de anticuerpo no se detecta RA en las células de

Leydig. Es más, dentro del epitelio seminífero humano, la intensidad de la tinción de los

núcleos de las células de Sertoli es menor en los estadios V y VI del ciclo del epitelio de los

túbulos seminíferos, con respecto al estadio III; asimismo, en el estadio III, la intensidad de

la tinción es mayor que en los estadios I y II. Por todo ello, se puede concluir que la

expresión del RA en los núcleos de las células de Sertoli humanas depende, al igual que ha

sido previamente demostrado en roedores, de la función del ciclo del epitelio seminífero.319

Los andrógenos participan en mecanismos de regulación no genómica en numerosas

células somáticas. En  muchas de estas células, los andrógenos producen señales de

traducción que actúan sobre otros receptores de la superficie celular, los cuales regulan una

gran variedad de funciones celulares.366 Además de esta vía alternativa de señalización

mediada por andrógenos, los andrógenos pueden actuar por una vía clásica de estimulación

del RA.366 De hecho, varios mensajeros secundarios pueden ser activados por los

andrógenos, entre estos mensajeros se incluyen el AMPc, la fosfolipasa C y los iones de

Ca++.366 Cada uno de estos segundos mensajeros es capaz de activar múltiples quinasas, una

de las mas importantes regulada por los andrógenos es la denominada “cascada MAP

quinasa”.366 Esta serie de reacciones quinasas son capaces de alterar la actividad de

determinados factores de trascripción que están implicados directamente en la regulación de

la expresión génica.366 En concreto, se ha demostrado que los andrógenos son capaces de
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regular la expresión del gen CREB mediante la vía de las MAP quinasas, lo que ocurre en

aquellas acciones de los andrógenos sobre las células de Sertoli que no dependen de

regulación genómica.  Esto es, en aquellas acciones que no dependen de la interacciones

determinadas por los genes que codifican el RA.366 Esta regulación no clásica de la

expresión génica en las células de Sertoli es particularmente relevante, ya que puede

responder a la pregunta paradójica de por qué la testosterona puede mantener la

espermatogénesis más allá de la regulación de los genes involucrados en la vía de acción del

RA.366 Es más, esta acción no clásica en las células de Sertoli es un complemento necesario

a la acción clásica para mantener una espermatogénesis completa.366

En definitiva si bien los andrógenos son innecesarios para mantener la vida, los

andrógenos si son necesarios para la propagación de las especies y para el establecimiento y

el mantenimiento de la cualidad masculina, así como para el soporte de su comportamiento,

su función sexual y de la masa muscular.192 La testosterona actúa tanto como una hormona

que como una pro-hormona; la testosterona actúa a través del RA y también por la vía de la

5-alfarreductasa y curiosamente, activando la vía aromatasa, la testosterona se puede

transformar en estrógeno y actuar mediante la estimulación de precursores de estrógenos.192

Pero además de dihidrotestosterona ligada, el receptor de estrógenos puede actuar como un

inhibidor de la acción estrogénica.192 Por último, los productos del metabolismo

androgénico pueden también participar en procesos regulatorios activos de hematopoyesis y

en la regulación de ciertas enzimas hepáticas.192

RECEPTOR DE ANDRÓGENOS

La acción de los andrógenos, principalmente testosterona y 5-alfadihidrotestosterona,

está mediada por un receptor proteico específico denominado RA que es sintetizado por un

gen localizado en el cromosoma X humano. Este receptor proteico es un miembro de la

familia de receptores nucleares que modulan una gran variedad de procesos desde la

embriogénesis hasta la vida adulta.9 El RA funciona como un factor de transcripción

dependiente del ligando que regula la expresión de una gran variedad de genes diana, que

son muy importantes en el desarrollo de la pubertad y de la fertilidad del varón.55 En el

testículo humano, el RA se expresa en las células de Sertoli, en las células de Leydig y en

las células peritubulares.364 La forma no ligada del RA es una proteína citoplasmática que se

transloca al núcleo, y es en el núcleo, en conjugación con otros factores de transcripción y
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coactivadores, donde el RA regula la transcripción de genes diana que interaccionan

específicamente en múltiples procesos transcripcionales y post-transcripcionales.125,266

Recientemente, se ha establecido que el locus del gen del RA tiene un peso de 90 kilobases

y ha sido localizado en la región q11-12 del cromosoma X humano.156,170 La organización

genómica del RA tiene numerosos dominios estructurales de funciones específicas del RA,

lo que determina un equilibrio entre los ligandos agonistas y los antagonistas en el

movimiento intracelular del RA.266 De hecho, todos los andrógenos actúan a través de un

único RA intracelular que es sintetizado por un gen simple del cromosoma X.275 El gen del

RA es una secuencia repetitiva de DNA localizada en el exón 1 que codifica un tracto de

poliglutamina.42 En concreto, la actividad del RA esta regulada por un trinucleótido CAG

polimórfico que se repite en el gen del RA.109 El gen del RA, localizado en el cromosoma

X, codifica una proteína con un peso molecular de aproximadamente 110 kDa.32,33 Sólo un

RA puede identificar y unirse a estos dos diferentes ligandos, testosterona y 5-

alfadihidrotestosterona.32,33 Estas acciones androgénicas están mediadas por la activación

del RA que es un factor de transcripción nuclear que controla la regulación de numerosos

genes.114,115

Se han descrito un gran número de mutaciones de este gen en 2 diferentes exones: el 5

y el 7.31,32 Estas mutaciones pueden causar distintas anomalías fenotípicas del desarrollo

sexual masculino,186 desde fenotipo femenino hasta des-virilización o infertilidad

masculina.186,373 En concreto, el síndrome de insensibilidad a los andrógenos (AIS) es el

resultado de una resistencia androgénica, causada por una alteración en los receptores de

andrógenos, debida bien a una ausencia o bien a importantes anomalías cuantitativas o

cualitativas.

La pérdida completa de la función del RA es la causa de distintos tipos de patologías

genéticas incluyendo anomalías del RNAm Splicin.9 Se han encontrado alteraciones

funcionales y moleculares del RA en hombres infértiles, cuando se investiga el RA en

cultivos de fibroblastos de piel genital en pacientes con azoospermia idiopática o con

oligospermia.3 Las variaciones genéticas dentro de esta cascada de eventos pueden

interrumpir el normal desarrollo del varón y conducir a malformaciones de los genitales

externos o internos.114,115 Además, existen dos tipos de patologías asociadas a anomalías

funcionales y estructurales relacionadas con el RA: la denominada enfermedad de Kennedy
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(también conocida bajo el nombre de atrofia muscular espinal y bulbar (SBMA) -que será

comentada posteriormente- y el cáncer de próstata.32,33

DESARROLLO TESTICULAR NORMAL Y SU REGULACIÓN HORMONAL

La determinación sexual en mamíferos ocurre a tres niveles: a) la segregación de los

cromosomas sexuales, que determinan el sexo cromosómico; b) la expresión del gen SRY

del cromosoma Y, que induce la formación del testículo, lo cual es regulado por la hormona

antimülleriana (AMH); y c) la síntesis de la testosterona que determinará el desarrollo y la

maduración del tracto genital masculino y del fenotipo masculino de los genitales

externos.73

La diferenciación sexual masculina normal es el resultado de la interacción

sincronizada de complejos mecanismos que depende de un estricto control genético y

hormonal.114,115 La gónada bipotencial se origina en los tubérculos genitales, bajo el control

de genes autosómicos que, así mismo, están involucrados en la formación de otros

órganos,114,115 la progresión hacia un testículo diferenciado está mediada por la activación

de genes autosómicos y gonosómicos que conducen a la diferenciación morfofuncional de

las células de Sertoli y de las células de Leydig.114,115 Se ha descrito recientemente un

incremento de alteraciones de la diferenciación sexual masculina que incluyen hipospadias,

criptorquidia o micropenes y que se han relacionado con cambios químicos ambientales que

afectan al desarrollo normal intrauterino del aparato reproductor masculino.322 La

diferenciación sexual masculina es un proceso que depende de la acción normal de los

andrógenos y sobre todo del balance entre los niveles de andrógenos y de estrógenos.322

En la especie humana, los andrógenos participan en la diferenciación sexual prenatal y

postnatal, en el desarrollo y mantenimiento de las características masculinas secundarias y

durante la iniciación y el mantenimiento de la espermatogénesis.32,33 Los andrógenos

representan un papel imprescindible en el desarrollo fetal humano.275 Está bien establecido

que en la especie humana, al igual que ocurre en otros mamíferos, las gónadas, los

conductos  genitales internos y las estructuras que constituyen los genitales externos,

derivan de tejidos embriológicos con capacidad bipotencial, de modo que el desarrollo del

genotipo masculino o femenino depende de una cascada de eventos que se inician ya desde

la determinación del sexo genético, esto es, el sexo genético es el determinante de la

diferenciación de la gónada primordial hacia un testículo o hacia un ovario, lo que se
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denomina diferenciación gonadal.302 Como previamente hemos comentado, el gen

relacionado con el cromosoma Y, el denominado gen SRY, actúa como la señal inequívoca

de la diferenciación testicular, pero además, el proceso de desarrollo testicular implica

varias etapas controladas también por genes que no se localizan en el cromosoma Y, entre

los que se encuentran el gen relacionado con el tumor de Wilms (Wtt1), el gen del factor

esteroidogénico (SF-1), y el denominado “SRY box related Gene 9 (SOX 9)”.302 Además de

esta expresión génica la producción de hormonas por gónadas diferenciadas es un proceso

que determina también la diferenciación de genitales externos e internos durante la vida

fetal y que determina el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios durante la

pubertad.302 La hormona antimülleriana (AMH) secretada por las células de Sertoli inhibe el

desarrollo de los órganos genitales internos femeninos; contrariamente, la testosterona

secretada por la células de Leydig induce la estabilización de los conductos wolffianos,

determinantes del desarrollo de los genitales masculinos internos; por último, la

diferenciación de los genitales masculinos externos requiere la transformación de

testosterona en dihidrotestosterona, mediada por la enzima 5-alfarreductasa de tipo 2 que se

expresa en la piel genital y en el seno urogenital.302 Todos estos efectos de los andrógenos

ocurren en presencia de un RA funcional.302

En los primeros momentos del desarrollo embrionario, la síntesis de los andrógenos

está inducida por la hormona gonadotropina coriónica y por la LH. Pero además, durante la

embriogénesis, el funcionamiento normal del RA es completamente necesario para el

desarrollo del fenotipo masculino, y las alteraciones del RA son causas de un amplio

espectro de anomalías fenotípicas del desarrollo sexual masculino.9 Los andrógenos -la

testosterona y la dihidrotestosterona- desempeñan un papel crucial en el desarrollo de los

órganos reproductores masculinos, tales como el epidídimo, el conducto deferente, la

vesícula seminal, la próstata y el pene.69,114,115 La testosterona es imprescindible en el

desarrollo y la diferenciación de las estructuras derivadas de los conductos de Wolf;32,33

mientras que, la 5-alfadihidrotestosterona, un metabolito activo de la testosterona, es el

ligando activo en las estructuras derivadas del seno urogenital y del tubérculo urogenital.32,33

Todas estas acciones están mediadas por la activación del RA en estas diferentes

estructuras.32,33 En la especie humana es crucial para el desarrollo gonadal la presencia de

una hiperplasia fisiológica de células de Leydig durante las semanas 14-18 de gestación.204

Sin embargo, en el testículo fetal humano el RA y la proteína Bcl-2 (una proteína anti
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apoptótica) progresivamente queda restringida a las células mioides peritubulares a medida

que avanza la gestación.204

Es más, los andrógenos -interaccionando con el RA- determinan la morfogénesis del

tracto genital masculino.73 El efecto de los andrógenos está mediado por interacciones

celulares locales durante el desarrollo del conducto de Wolff, de modo que en el segmento

craneal del conducto de Wolff el RA aparece en las células epiteliales y determina el

mantenimiento del conducto a través de factores epiteliales;73 mientras que, en la región

caudal de este conducto, los RA se expresan en la células mesenquimales embrionarias.73

Las vesículas genitales están inducidas morfogenéticamente por condensaciones activas de

células mesenquimales, mientras que las células epiteliales son primariamente negativas

para el RA.73 Pero existen excepciones, así, el apéndice testicular humano es un derivado

mülleriano y, sin embargo, sus células epiteliales superficiales son positivas para el receptor

de andrógenos, y también lo son, aunque con menor intensidad, algunas células del estroma

apendicular.277 El RA ya se expresa inmunohistoquímicamente en la novena semana de

gestación, tanto en el epitelio como en el mesénquima del seno urogenital y de los

conductos paramesonéfricos (müllerianos) y mesonéfricos (wolffianos) humanos.275 Cuando

se compara la expresión del RA en el ovario y en el testículo humano, se ha comprobado

que ambas gónadas lo expresan en la novena semana de gestación; no obstante, esta

expresión es más evidente en el feto macho que en feto hembra humano a partir de la

décima semana de gestación; por todo ello, el patrón específico del RA implica un papel

fundamental en el desarrollo gonadal; sin embargo, la expresión del RA no es la llave

determinante de la diferenciación gonadal humana.275

PATOLOGÍA TESTICULAR

Mutación del RA y Fertilidad

Existen numerosas hipótesis acerca del significado funcional de las mutaciones que

afectan al RA en relación con las diferentes patologías testiculares, y de modo muy especial

el Síndrome de Insensibilidad a los Andrógenos (AIS).60 De hecho, es extraordinariamente

útil el análisis de la longitud del tracto CAG normal del gen del RA en relación con los

diferentes tipos de patologías testiculares presentes en los hombres infértiles. Asimismo,

existen diferencias significativas cuando se comparan los casos de hipoespermatogénesis

con el grupo control, pero no se han encontrado diferencias significativas entre este grupo
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control y los casos con parada en la maduración de células germinales.42 Todos estos datos

sugieren que los pacientes infértiles con fallo testicular, sobre todo los que presentan

evidente hipoespermatogénesis, tienen una mayor predisposición a presentar un tracto largo

de poliglutamina en el RA con respecto al grupo control; es más, el polimorfismo presente

en el tracto CAG del RA puede contribuir a las alteraciones en la modulación de la función

del receptor  que condicionen subsecuentemente alteraciones en la espermatogénesis.42

Recientemente, algunas alteraciones moderadas o graves que afectan a la masculinización

del aparato genital se han asociado con una larga repetición de poliglutamina del RA,

aunque aún se desconoce en qué medida contribuye esta larga repetición a la etiología y la

gravedad de las malformaciones genitales, o a las alteraciones en el descenso

testicular.162.163 Los resultados de este estudio sugieren la existencia de una etiología

multifactorial en la que también influyen las alteraciones de la longitud de la poliglutamina

del RA.162,163

Pero además de mutaciones del RA relacionadas con patologías de la fertilidad,

recientemente se ha identificado una región del cromosoma Y relacionada con la

azoospermia, y denominado factor azoospérmico AZF; de este modo, las deleciones del

factor AZF de la subregión del cromosoma Y pueden estar presentes en un espectro variable

de alteraciones de la espermatogénesis que incluyen desde casos ligeros de

hipoespermatogénesis a una depleción absoluta de células germinales, que son la causa de

infertilidad de estos varones.171 Para demostrar estos hechos, se han evaluado un grupo

control y testículos de pacientes con síndrome de solo Sertoli idiopático, con atrofia mixta y

con una espermatogénesis completa. En los pacientes que tienen microdeleción se ha

encontrado un diámetro de los tubos seminíferos significativamente menor, con respecto a

aquellos pacientes con atrofia mixta.171 La microdeleción del cromosoma Y representa un

estadio intermedio entre el Síndrome de Solo Sertoli idiopático y una espermatogénesis

normal. De otra parte, en algunos casos se ha observado una deleción de AZF con

mutaciones del gen del RA y del gen del receptor de FSH.171 Todos estos datos sugieren que

las microdeleciones de una región común del AZF del cromosoma Y conducen al desarrollo

de un estatus intermedio entre una completa espermatogénesis y un Síndrome de Solo

Sertoli idiopático, lo que explica la presencia de alteraciones histológicas heterogéneas en la

biopsia testicular de un determinado paciente, lo que podría indicar diferentes

comportamientos de los tubos seminíferos dispuestos en los lobulillos testiculares
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adyacentes.171 Pero además, es importante destacar que la resistencia a los andrógenos

puede ser la causa del 40% de la infertilidad masculina idiopática debida a azoospermia o a

oligospermia severa, sobre todo en aquellos casos en los que no existe una alteración del eje

hipofisario testicular.3

En definitiva, las alteraciones de la función testicular pueden desarrollarse durante el

desarrollo fetal o en las primeras semanas del desarrollo postnatal, y en ellas pueden

participar de manera importante alteraciones primarias de las células de Sertoli.297-300 Estas

alteraciones primarias de las células de Sertoli pueden influir en las alteraciones de la

espermatogénesis, dado que es necesario una normal proliferación y función de las células

de Sertoli fetales para mantener una adecuada diferenciación de las células germinales

totipotenciales en espermatogonias fetales.297-300 En la senectud, los hipogonadismos

macroscópicos son poco frecuentes, la insuficiencia intermedia a los andrógenos es mucho

más frecuente, especialmente en hombres de edad avanzada y en aquellos que reciben

tratamientos médicos en enfermedades crónicas,192 por lo que es posible que estos

individuos se beneficien de terapia androgénica adyuvante.192

Receptor de Andrógenos y Envejecimeinto Testicular

En el hombre viejo, el mantenimiento de niveles séricos normales de testosterona

suele ser bastante constante; sin embargo, frecuentemente existe un incremento de LH.109

Aún así, los niveles séricos de testosterona disminuyen progresivamente a medida que

avanza la edad, aunque los niveles encontrados pueden variar notoriamente de unos

individuos a otros,356 de modo que la aplicación terapéutica de geles de dihidrotestosterona

sobre la piel de los hombres viejos incrementa significativamente los niveles bioactivos

circulantes de andrógenos.250 En la andropausia frecuentemente, la circulación de

andrógenos bioactivos en hombres mayores de 50 años y niveles séricos de testosterona

inferiores a 15 nM -cuando se realiza un tratamiento previo de estimulación, o cuando los

niveles séricos de globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG)- son superiores a

30 nM; sin embargo, aún es prematuro precisar si estos cambios dependen de diferente

bioactividad o de la modulación selectiva del RA.250

Dado que la acción última de los andrógenos está mediada por el RA, es posible que

diferencias en la sensibilidad a los andrógenos puedan contribuir a la variación de los
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niveles de testosterona sérica y, en definitiva, a la retrorregulación negativa de la

testosterona.356 Por ello es interesante comparar la contribución del polimorfismo de la

repetición del trinucleótido CAG en la variación interindividual, frente a los niveles de

testosterona, en personas de edad avanzada.356 En relación con estos datos, es interesante

evaluar si existen cambios en la longitud de la repetición de CAG en el exón 1 del gen del

RA y si éstos se asocian con incrementos de la trascripción mediada por el RA.154 De este

modo, se ha diseñado un estudio molecular en 882 hombres de edad comprendida entre 40 y

70 años e incluidos en el “Massachussets Male Aging Study”, de modo que la longitud

repetida de CAG se asocia significativamente con los niveles de testosterona libre y de

testosterona conjugada con albúmina, en relación con la edad y también en relación con los

niveles basales de estas hormonas, determinados cuando estos pacientes eran mas jóvenes y,

además, también se correlacionan con datos antropométricos; de hecho los niveles de

testosterona disminuyen cuando disminuye la repetición de CAG. Todos estos datos

sugieren que los niveles de andrógenos están modulados por el genotipo del RA.154 Sin

embargo, hasta el momento presente no se ha encontrado una asociación significativa entre

la longitud de la repetición de CAG del RA y los niveles de testosterona total y libre;

tampoco se ha encontrado relación con los niveles de LH ni con el denominado índice de

AIS, que viene determinado por la multiplicación de los niveles de testosterona y  deLH.356

Tampoco se ha obtenido una relación entre la densidad mineral ósea medida en el antebrazo

con el polimorfismo de la longitud repetida de CAG del RA, ni con otros marcadores

bioquímicos de recambio óseo.356 Por último, no se han encontrado diferencias

significativas entre la edad y el índice de masa corporal.356 Todos estos hallazgos permiten

sugerir que el polimorfismo de la repetición de CAG en el gen del RA en hombres ancianos

sanos no representa un sustancial e importante papel en la variabilidad interindividual de los

niveles de testosterona sérica, ni en las determinaciones de recambio del mineral óseo.356

En la andropausia, por último, un sistema de regulación importante asociado

directamente con la edad es la interleukina 6 que se incrementa notoriamente cuando los

andrógenos declinan,110 por lo que la administración de los andrógenos en ancianos, siendo

muy adecuado, no es el único tratamiento posible de la andropausia, máxime si tenemos

presente que algunos andrógenos exógenos pueden modificar deletereamente la evolución

del cáncer de próstata o de enfermedades del sistema cardiovascular; por ello, en estos

pacientes ancianos deben vigilarse ambos órganos cuando se administran terapias



Introducción    15

androgénicas.110 El tratamiento del hipogonadismo primario o secundario con testosterona

está bien establecido, aunque no se han investigado los mecanismos íntimos que determinan

los bajos niveles de testosterona presentes en varones ancianos. Una serie de estudios bien

diseñados sugiere que la administración de testosterona en hombres ancianos aumenta la

libido, incrementa las erecciones, aumentan la masa muscular y la densidad de

mineralización del hueso.194 Así mismo, la administración de testosterona disminuye la

masa de tejido adiposo y los niveles de leptina en los hombres ancianos, lo que mejora el

estatus de andropausia característico en este grupo de población.194 Es necesario investigar

posibles cambios de estos tripletes de CAG en pacientes de edad avanzada, mediante la

ampliación por PCR de la región repetitiva CAG.109 Sólo algunos cambios relacionados con

la edad pueden asociarse con la longitud de las zonas repetidas de CAG, lo que sugiere que

este parámetro puede desempeñar un papel en la diferente regulación de las acciones de los

andrógenos en el hombre viejo.109 En concreto, el número de repeticiones de CAG se

incrementa a medida que avanza la edad y este incremento se correlaciona con alteraciones

patológicas que pueden padecer los pacientes, incluidos depresión, ansiedad, deterioro del

estado general, disminución de comunicación y, por último, fallecimiento del paciente.109

Receptor de Andrógenos y Alteraciones del Desarrollo Testicular

Está generalmente aceptado que los defectos del gen del RA pueden determinar

alteraciones del desarrollo de los genitales internos o de los genitales externos en varones 46

XY,32,33,69 y también ser la causa de la infertilidad del varón.69 Mutaciones que codifican la

secuencia del gen del RA determinan un grado variable del síndrome de insensibilidad a los

andrógenos (AIS).90 Estas mutaciones pueden darse en varios miembros de una misma

familia aunque en generaciones diferentes.90 La mutación del gen del RA o la

administración de antiandrógenos pueden ser el resultado de una insuficiencia androgénica

durante el desarrollo fetal masculino, lo que conlleva la presencia de recién nacidos con

bajos niveles de virilización; de hecho, frecuentemente se pueden observar hipospadias

debido a un defecto de la acción de los andrógenos subsecuente a la mutación de los genes

de 5-alfarreductasa-2 o del RA.323 Las alteraciones de la diferenciación sexual cuyo

resultado es el desarrollo de genitales ambiguos es un proceso multifactorial en el que

pueden estar implicadas mutaciones de genes que codifican enzimas esteroidogénicas, pero

también pueden deberse a mutaciones del gen de la hormona mülleriana, del gen del
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receptor de la hormona antimülleriana, del gen que codifica la síntesis de 5-alfarreductasa y,

sobre todo, de mutaciones del gen del RA.302 La criptorquidia y el micropene pueden

representar un fenotipo de intersexo incluso cuando aparecen como signos aislados, y en

estos casos como factor etiológico suele involucrarse a las mutaciones del gen 5-

alfarreductasa-2, pero también puede deberse a mutaciones del gen del RA o a alteraciones

hormonales medioambientales.323 En un estudio de evaluación de las posibles causas de

mutaciones del gen del RA en pacientes con criptorquidia aislada no se han encontrado

anomalías dentro del exón 8 del gen del RA, por lo que las alteraciones del gen del RA no

son la causa de la criptorquidia unilateral.324-327 En una misma familia con AIS el análisis

molecular de la secuencia del gen del RA revela en todos los pacientes una mutación

puntual en el exón 6, en el que se cambia la trionina  por isoleucina en la posición 800 del

codón.90

De otra parte, es bien sabido que el RA es imprescindible para un adecuado control de

la espermatogénesis humana; sin embargo, no se ha estudiado hasta el presente trabajo la

comparación del número variable de repeticiones de CAG en el RA, en relación con las

concentraciones de espermatozoides en hombres con parámetros eyaculatorios normales. En

este trabajo, el análisis multivariante de la longitud de repeticiones CAG se correlaciona

significativamente con la concentración de espermatozoides; sin embargo, paradójicamente

no existen diferencias significativas cuando se comparan el grupo de hombres infértiles con

historia familiar de infertilidad con el de hombres infértiles sin antecedentes familiares de

infertilidad.364 Estos resultados indican que los hombres con repeticiones CAG cortas son

los que tienen las concentraciones más altas de espermatozoides dentro de la población de

hombres fértiles normales.364 Asimismo, el polimorfismo del RA contribuye a una

espermatogénesis adecuada en los hombres normales y no tiene un papel predominante en la

infertilidad masculina.364 Además, otros estudios sugieren que en los pacientes infértiles

existe un incremento significativo de la longitud repetida de CAG siendo mayor que en los

pacientes fértiles; esto es lo que ocurre en el síndrome de solo Sertoli, con respecto al

hombre normal.42 Dentro del tracto normal el triplete CAG esta inversamente relacionado

con la actividad transcripcional del RA.42
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Receptor de Andrógenos y Criptorquidia

Está bien establecido que la formación de un testículo a partir de una gónada

indiferenciada es el preludio de una serie de procesos que determinan la diferenciación

sexual masculina y que dependen de la biosíntesis y de la acción de los andrógenos.125,126 La

acción de los andrógenos puede ser modulada por un gen polimórfico, por lo que la

influencia de la repetición poliglutamina del RA puede ser una causa multifactorial de

formas graves o menos graves de alteraciones de la masculinización.125,126 Con el fin de

valorar el estado de masculinización de un varón, es útil determinar la proporción entre

testosterona y androstenediona después de la estimulación con HCG; esta proporción está

baja en los pacientes con déficit de 18 betahidroxiesteroidesidrogenasa, pero también esta

baja en otros pacientes con signos de desmasculinizacion.78 En la mayoría de estos casos

son frecuentes las disfunciones de los RA, por lo que es recomendable la determinación de

las alteraciones de estos receptores en aquellos casos que presentan anomalías en el

desarrollo testicular y sobretodo en los que presentan disgenesia testicular.78 No obstante,

aún existe controversia sobre el papel regulador del RA en el descenso testicular normal,

pero dado que la criptorquidia es un componente constante del AIS, se sugiere que el

descenso testicular está en parte controlado por la estimulación androgénica.369 En un

estudio reciente, el 63% de los pacientes con testículos localizados en el escroto tenían

niveles altos del RA; mientras que el 85% de los pacientes con maldescenso testicular tenían

bajos niveles del RA, y estas alteraciones eran aún mayores en los pacientes con testículos

intrabdominales.122 Sin embargo, en un grupo de 21 pacientes con criptorquidia unilateral

no encuentran anomalías del gen de RA, por lo que no se considera como la principal causa

de la criptorquidia aislada.369 Por otra parte, se ha señalado que la longitud del segmento de

la poliglutamina del RA no influye en la gravedad de la desmasculinización o en el descenso

testicular, pero sí contribuye a las anomalías genitales que presentan estos pacientes.162

En la criptorquidia, la pérdida de AMH puede tener un efecto paracrino que determine

posibles alteraciones durante el descenso testicular temprano.60 Se han realizado estudios

que relacionan mutaciones del RA con alteraciones del descenso testicular, indicando

incluso que estos cambios pueden relacionarse con la posición del testículo o con las

anomalías de los genitales externos.15 El gubernaculum testicular es una estructura

dependiente de andrógenos que desempeña un papel importante en la fisiología del descenso
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testicular,122 debido a que el gubernaculum es una estructura rica en RA; por ello, llama la

atención que el descenso transabdominal del testículo parezca ser un proceso que no

depende directamente de los andrógenos.122 Estudios inmunohistoquímicos realizados en

testículos criptorquídicos abdominales e inguinales demuestran una disminución del RA en

el gubernaculum testicular, con respecto al grupo control.122 Estos datos permiten establecer

la hipótesis que postula que una estimulación directa de los andrógenos sobre el

gubernaculum testicular humano probablemente determinaría un incremento de los

polisacáridos, lo cual conduciría, a su vez, a un hinchamiento del gubernaculum, con

ulterior dilatación del canal inguinal, facilitándose así el descenso testicular.122 Es más, es

posible que ocurran procesos multifactoriales que afecten cualitativa o cuantitativamente al

RA y que influyan en el descenso testicular transinguinal.122 La presencia de una producción

de andrógenos normales y de un RA normal en pacientes con maldescenso testicular,

sugiere que la relación entre el descenso testicular y las anomalías genitales constituyen

unos procesos multifactoriales muy complejos y aún no muy bien precisados.162

Receptor de Andrógenos y Síndrome de Insensibilidad a los Andrógenos

El síndrome de Insensibilidad a los Andrógenos (AIS), conocido también como

Síndrome de feminización testicular, está relacionado con el seudohermafroditismo

masculino, que clínicamente se reconoce en pacientes con fenotipo femenino.197 Se

caracteriza por una resistencia, en órganos periféricos, a la acción de los andrógenos y esta

alteración difiere de otras formas de pseudohermafroditismo masculino, entre las que se

encuentran la deficiencia de 17-betahidroxiesteroideshidrogenasa tipo 3, la hipoplasia de

células de Leydig secundaria a mutación o inactivación del receptor de LH y la deficiencia

de la 5-alfarreductasa tipo 2.32,33 La incidencia del AIS se ha cifrado en 1:20.400 recién

nacidos.13 En pacientes postpuberales es una causa frecuente de consulta por amenorrea

primaria; sin embargo, en la pubertad el AIS es diagnosticado frecuentemente durante

estudios de hernia inguinal.13 La mayoría de los cariotipos de estos pacientes es 46 XY,

aunque también se han publicado casos de mosaicismo cromosómico.96,316 En la mayoría de

los pacientes con AIS, los testículos se encuentran alojados en la cavidad abdominal y

menos frecuentemente en el conducto inguinal;15 por ello, cuando ocurre feminización, es

aconsejable extirpar los testículos en la pubertad y así disminuir el riesgo de neoplasia.68
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Se han realizado revisiones amplias de la biología molecular del AIS,34,248,370 y,

aunque en los pacientes con AIS se han descrito más de 150 mutaciones diferentes,32,33 son

cuatro los tipos fundamentales de mutaciones del RA: 1) una mutación puntual sencilla

consistente en la sustitución de un solo aminoácido o en una parada prematura de la

expresión de su codón; 2) inserción o deleción de nucleótidos; 3) una deleción completa o

parcial del gen, y 4) una mutación intrónica que afecta a la secuenciación del RNA del

RA.32,33

Se han definido dos formas del AIS: el AIS Completo (CAIS) y el AIS Incompleto

(IAIS). La forma incompleta difiere de la completa en que presenta una ambigüedad

verdadera de los genitales externos y una feminización incompleta en la pubertad.173,248 El

CAIS es una forma de pseudohermafroditismo masculino causado por un defecto del RA, en

concreto por la mutación de un gen localizado Xq11-12 lo que determina el desarrollo de

pacientes con fenotipo femenino, pero con cariotipo masculino 46 XY.4 Estos pacientes con

CAIS presentan genitales ambiguos, sin embargo el cariotipo es 46 XY por lo que se les

atribuye un sexo masculino.90 Una variante del CAIS es el también denominado síndrome

de feminización testicular, que es el resultado de una ausencia de la acción de los

andrógenos sobre los órganos diana.34-36 Dentro de este síndrome se han descrito dos

variantes principales: una en la que no se detecta el RA intracelular específico y por ello se

puede denominar bajo las siglas CAIS, AR negativo; y una segunda variante que se

caracteriza por niveles normales del RA y que por ello se denomina CAIS, AR positivo.34-36

En el CAIS, el fenotipo más característico consiste en la presencia de genitales

externos femeninos, una vagina corta y frecuentemente hendida, ausencia de estructuras

derivas del conducto de Wolf, ausencia de próstata, desarrollo de ginecomastia y ausencia

de pelos axilares o pubianos.32,33 El estudio histológico de las gónadas de estos pacientes

con CAIS demuestra cambios semejantes en testículos criptorquídicos, aunque en algunos

casos las lesiones suelen ser menores e incluso no diferir en los primeros estadios evolutivos

de la histología  del testículo de un niño normal.4 Sin embargo, los cambios histológicos en

el testículo extirpado de pacientes adultos con AIS son similares al de algunas

criptorquidias,195,213 aunque también pueden semejarse a un testículo inmaduro e incluso a

un testículo infantil normal. Los adenomas de células de Sertoli son frecuentes en los

testículos de estos pacientes, aunque se consideran algunas diferencias histológicas
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testiculares entre las formas completa e incompleta de AIS y que han sido publicadas en

estudios clásicos.61,343 Trabajos posteriores de amplias series de pacientes concluyen que no

hay diferencias histológicas en los testículos entre los dos tipos de AIS.269 En los pacientes

con CAIS, tanto los niveles de testosterona después de la estimulación con HCG90 como la

testoterona basal están elevados en la edad puberal;32,33 mientras que los niveles basales de

gonadotropinas90 pueden ser normales, aunque también pueden encontrarse niveles elevados

de la LH.32,33 En nuestra serie constituida por 5 casos con CAIS y uno con AIS, los niveles

séricos de FSH son normales en todos los casos; sin embargo, los niveles séricos de LH

están ligeramente elevados en los pacientes adultos. Los niveles séricos de testosterona se

encuentran ligeramente disminuidos en los pacientes adultos y, contrariamente, ligeramente

elevados en los pacientes prepuberales. El nivel de estradiol sérico está ligeramente

aumentado en todos los pacientes. Durante la lactancia suelen ser normales.256

En AIS, los niveles séricos de testosterona son generalmente normales, pero los

niveles de LH están frecuentemente elevados,248,256 estas alteraciones pueden ser debidas a

anomalías del gen del RA que determinan una resistencia a los andrógenos en órganos

periféricos.34-36,248,256 Con todo, se ha publicado que la concentración de la testosterona en la

vena testicular es el doble que la concentración de testosterona en la sangre periférica, lo

que indica el mantenimiento de la síntesis y secreción de testosterona en estos pacientes.187

El incremento de estradiol puede ser el resultado de un incremento de la síntesis de esta

hormona en los testículos,134 puesto que los niveles de FSH en los pacientes con AIS son

normales; en estos casos puede existir una alteración de la inhibina.288

Histopatológicamente, en los pacientes adultos con AIS se observa una disminución

del volumen testicular y una alternancia de áreas nodulares con áreas difusas. El diámetro

tubular está significativamente disminuido y la densidad del volumen de los túbulos

seminíferos está aún más reducida.252-254,256,257 Un hallazgo característico es la presencia de

un patrón de solo Sertoli con intensa expresión de filamentos intermedios de vimentina.8,252-

254,256,257 No existen células germinales ni tampoco células de carcinoma in situ. Además, la

lámina propia generalmente es muy delgada y contiene células peritubulares escasamente

inmunoteñidas con inmunotinción de actina y dispuestas en una capa discontinua.256 En

niños con AIS, las lesiones histológicas cambian, caracterizándose en estos casos por la

existencia de lesiones difusas, en ausencia de lesiones nodulares, con una evidente
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hipoplasia tubular, pudiéndose observar algunas células germinales aisladas.

Estudios previos de AIS han definido dos lesiones muy características, los

denominados nódulos hamartomatosos y los denominados adenomas de células de

Sertoli.269 Los hamartomas están formados por tubos seminíferos sólidos con células de

Sertoli inmaduras asociadas a células de Leydig y a fascículos de músculo liso.269 Estos

hamartomas suelen ser múltiples en el 63% de los casos con AIS y son bilaterales en el 40%

de los casos.269 Los adenomas de células de Sertoli  están constituidos por túbulos muy

pequeños de células de Sertoli inmaduras, siendo escasas las células de Leydig. Adenomas

de células de Sertoli se observan en el 23% de los pacientes con AIS.269 Las lesiones

histopatológicas aparecen prematuramente en la infancia, aunque incrementan con la edad

de los pacientes;256 asimismo, las lesiones son más intensas cuando el testículo de los

pacientes de AIS esta localizado intrabdominalmente.269 Aunque existen niños con AIS que

pueden presentar un testículo prácticamente normal, a medida que alcanzan la pubertad el

testículo se atrofia,276 disminuyendo significativamente el número de espermatogonias

durante el desarrollo prepuberal.252-254,256,257,269,276 Si bien ha sido descrito el desarrollo de

tumores en pacientes con AIS,54,55,269,276 estos son excepcionales en pacientes

prepuberales.252-254,256,257 En el AIS existe un incremento en el número de células de Sertoli,

lo cual ha sido encontrado previamente en los nódulos de solo Sertoli presentes en los

testículos criptorquídicos.210 La presencia de una pared peritubular hialinizada en el AIS es

muy evidente,252-254,256,257 pero esta lesión también se puede ver en biopsias de

infertilidad,213 en testículos de hombres ancianos207 y en pacientes criptorquídicos cuyo

testículo se extirpa después de la pubertad.252-254,256,257 La mayoría de los pacientes con AIS

tienen hiperplasia de células de Leydig,79,81,,252-254,256,257,269,276 la cual se puede relacionar

con las importantes alteraciones de la regulación del eje hipotálamo-hipófiso-testicular, lo

que frecuentemente se observa en estos pacientes.248 Además, las células de Leydig

inmaduras presentes en el AIS se parecen a las células precursoras de Leydig observadas en

testículos infantiles normales.218 En el intersticio, las áreas de fibrosis presentes en el AIS34-

36,178 pueden continuarse con áreas semejantes a estroma ovárico, hallazgo muy frecuente

del testículo de estos pacientes.81,269,276

En la forma parcial de AIS, el IAIS, los cambios fenotípicos son muy diversos,

aunque en la mayoría de estos pacientes predomina la apariencia femenina con genitales
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ambiguos, mientras que en otros casos existe un predominio del fenotipo masculino.32,33

Cuando llega la pubertad, se produce también una elevación de los niveles séricos de

testosterona, de LH y de estradiol.32,33 En algunos pacientes con IAIS, se obseva desarrollo

de tumores de Leydig en ambos testículos.140 De otra parte, existe una variante clínica

peculiar del AIS, denominada enfermedad de Kennedy, en la que se asocian  alteraciones

del desarrollo neurológico, caracterizadas por atrofia muscular, bulbar y espinal, y en estos

pacientes pueden existir anomalías cuantitativas del RA que se relacionan con la gravedad

de los síntomas del AIS.173 En todos estos casos de síndrome de Kennedy existe una

correlación entre la longitud repetida de CAG y el desarrollo temprano de enfermedad

neurológica, por lo que se demuestra que esta enfermedad tiene una relación directa con la

alteración de la secuencia del RA.67 Por ultimo, se ha descrito todo un espectro de

individuos con síntomas intermedios de AIS en los que el diagnóstico se descubre en la

evaluación de una infertilidad de causa desconocida.32,33 Dentro de estas variantes clínicas,

caben destacar varios estudios de pacientes con hipospadias graves y criptorquidia bilateral

en los que pueden existir alteraciones del RA,119 incluidas la mutación puntual en el exón

8;115 no obstante, en la mayoría de los casos de hipospadia no se encuentran mutaciones

específicas, por lo que es necesario establecer criterios genéticos que permitan clasificar y

tratar correctamente a estos pacientes.115,119  Todo este espectro de enfermedades permiten

concluir que las variaciones fenotípicas en los defectos moderados del RA podrían

permanecer sin detectarse, incluso durante la exploración clínica en individuos adultos con

AIS.90,15

La presencia de derivados müllerianos en pacientes con AIS es un hallazgo clínico

relativamente poco frecuente.60 Asimismo, existen algunos pacientes con AIS en los que,

además de mutaciones del RA, existen alteraciones en la síntesis o en los mecanismos de

acción de la hormona antimülleriana. De otra parte, en hermafroditas verdaderos, con

genitales ambiguos y cariotipo 46 XX, se ha encontrado tejido testicular que produce

niveles significativamente altos de testosterona,;sin embargo, en estos pacientes existe una

relativa insensibilidad periférica a la testosterona, aun cuando las células somáticas del

testículo de estos pacientes sean positivas al RA.265

Numerosos estudios han demostrado una considerable heterogeneidad en la expresión

del RA, tal como se ha demostrado desde estadios precoces del desarrollo del cáncer de
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próstata.9 En los pacientes con IAIS, el estudio de la secuenciación directa de los exones que

codifican el gen del RA generalmente no revelan anomalías de este gen.136 Es más, defectos

parciales de la función del RA están causados por sustituciones de aminoácidos en el

dominio hormonal activo del receptor de andrógenos en la cadena del DNA.9 Estos defectos

parciales funcionales del receptor pueden determinar claramente cambios funcionales, pero

también alteraciones cuantitativas en la abundancia del receptor.9,115  De hecho, cambios

cualitativos del RA en pacientes de una misma familia con CAIS determinan una mayor

afinidad del receptor por la 5-alfadihidrotestosterona, un mayor grado de termolabilidad del

RA y una mayor afinidad del transporte de progesterona mediada por el RA, con respecto al

control. Todos estos hallazgos sugieren la presencia de anomalías estructurales del RA en

pacientes con CAIS RA positivo.35,36 Sin embargo, la disminución de la afinidad por la 5-

alfadihidrotestosterona probablemente no explique la pérdida total de la acción androgénica

en estos pacientes.35,36 En definitiva, existen múltiples factores y una heterogeneidad de

respuesta que pueden ser los responsables o que, en cierta medida, modulen los defectos

moleculares del RA en pacientes con CAIS RA positivo.35,36

Receptores de Andrógenos y Síndrome de Klinefelter

El síndrome de Klinefelter es una de las causas genéticas más comunes de infertilidad

masculina,160 de hecho, es la causa más frecuente de las alteraciones de los cromosomas

sexuales, afecta aproximadamente entre 1:500 y 1:1000 varones y al 10-20% de los hombres

que consultan por infertilidad.325,326 Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de uno

o varios cromosomas X extras en varones,177 aunque se desconoce si el cromosoma X extra

es de origen materno o paterno;325,326 no obstante, la secuenciación del cromosoma X

sugiere que el origen de este cromosoma X extra procede de una ausencia de la disyunción

materna en la meiosis II.201 El error en la meiosis II sugiere que la base de la homozigosidad

proviene de una mutación del locus del RA.201 En los pacientes de síndrome de Klinefelter

con mosaicismos, la inactivación del cromosoma X podría explicar, en parte, el espectro de

sintomatología clínica, tanto en relación con la deficiencia mental, como con las

alteraciones fenotípicas observadas.325,326

Histopatológicamente, en los pacientes adultos con síndrome de Klinefelter, los tubos

seminíferos están completamente hialinizados o esclerosados,38,211 las células de Leydig

forman grandes acúmulos entre los tubos esclerosados,211 y las fibras elásticas de la túnica
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propia están ausentes.38 La membrana basal aparece multiestratificada217 y en ella se

deposita un material electrodenso finamente granular. Todos estos datos indican que las

lesiones son muy importantes e irreversibles.38,211 No obstante, algunos pacientes pueden

presentar diferenciación parcial de la línea germinal, e incluso, excepcionalmente una

espermatogénesis casi completa,153 lo que explica la identificación de espermatozoides en el

seminograma de pacientes 47 XXY. Puesto que el daño testicular en los pacientes con

síndrome de Klinefelter está en relación con la presencia de un cromosoma X

supernumerario, se ha sugerido que en estos pacientes con espermatogéneis existiría

también un patrón de mosaicismo cromosómico en las células del epitelio germinal, lo que

explicaría los casos excepcionales de paternidad en pacientes con síndrome de

Klinefelter.160,317

Existen evidencias de que son las células de Sertoli las que están primariamente

lesionadas en los pacientes con síndrome de Klinefelter. Estas células son generalmente

cromatina sexual positiva, pero un pequeño número de pacientes muestran tubos con células

de Sertoli cromatina sexual positiva y negativa en la misma biopsia, lo que permite, en

principio, diferenciar dos tipos de tubos seminíferos con solo células de Sertoli:84 con

células de  Sertoli adultas y con células de Sertoli inmaduras –disgenéticas-.211 Estas células

inmaduras ultraestructuralmente presentan escasas organelas, y aunque se ven  mitocondrias

elongadas, RER y cristales de Charcot-Bottcher,193 son excepcionales las laminillas anulares

RER,193 y los denominados esferidios nucleares son poco prominentes;214 sin embargo, los

filamentos intermedios son numerosos, se ven vacuolas intracitoplasmáticas155 y existen

interdigitaciones de la membrana y uniones estrechas. Las células de Leydig también están

notoriamente alteradas en el síndrome de Klinefelter: el citoplasma es esosinófilo,217 y las

mitocondrias poco abundantes.271 En un pequeño número de pacientes la hiperplasia de

células de Leydig es más moderada.211 La mayoría (50 y 90 %) de las células de Leydig

están anormalmente diferenciadas –células de Leydig disgenéticas,228 aunque también se

pueden observar células de Leydig multivacuoladas e inmaduras en variable proporción,

siendo muy escasas las células de Leydig normales. En el 40-70 % de las células de Leydig,

la cromatina sexual es positiva.211 La función de las células de Leydig, a pesar de la

marcada hipertrofia o hiperplasia, es inadecuada, de modo que los niveles de andrógenos

séricos en estos pacientes son muy inferiores a los del hombre normal.211 Si bien no se ha

dilucidado si existe una correlación evidente entre la gravedad de la hialinización tubular y
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de la hiperplasia de células de Leydig y el grado de androgenización de estos pacientes,

cabe la posibilidad de una relación entre la intensidad de las alteraciones hormonales y el

mayor número de variantes cromosómicas217,253 en estos pacientes. Los hallazgos

ultraestructurales sugieren la posibilidad de una síntesis de esteroides alterada o

modificada,193,217,271 puesto que, si bien en las células de Leydig normales el tratamiento con

gonadotropinas provoca un aumento de lipofucsinas, su escasez en el síndrome de

Klinefelter sugiere un efecto gonadotrópico disminuido,217 lo que indicaría una

irreversibilidad de las alteraciones funcionales de las células de Leydig en el síndrome de

Klinefelter.310

En definitiva, los hombres con Síndrome de Klinefelter presentan hipogonadismo,

alteración de la espermatogénesis y deficiencia de andrógenos,177 y existen importantes

variaciones de los niveles de hCG y testosterona en los pacientes adultos;37 sin embargo, en

pacientes XXY infantiles, los niveles séricos de  FSH, LH, inhibina B y AMH no difieren de

los controles. En estos niños con síndrome de Klinefelter, aunque la secreción de

testosterona está alterada, la normal secreción de inhibina B y de la AMH no permite

dilucidar cuál es el mecanismo íntimo que determina la disminución de la función de las

células de Sertoli después de la pubertad.158 En un estudio reciente, no se han encontrado

alteraciones del gen del RA, pro lo que, en principio, no constituyen un factor importante en

el daño de la espermatogénesis en los pacientes con síndrome de Klinefelter.37

FINALIDADES DEL PRESENTE ESTUDIO

Recientemente se ha acuñado el término de síndrome de disgenesia testicular, con el

fin de integrar  una serie de enfermedades primarias del testículo humano que se pueden

presentar aisladamente, pero que más frecuentemente se pueden presentar asociadas en un

mismo paciente; entre estas enfermedades destacan la criptorquidia, la hipospadia y el

cáncer de células germinales testiculares, así como algunos pacientes con bajo recuento de

espermatozoides de causa no conocida, de modo que se puede hipotizar que estos casos

tienen en común alteraciones funcionales de las células de Sertoli y, posiblemente, de las

células de Leydig que ocurren ya desde la vida fetal.297 En estos casos, la desdiferenciación

morfológica y funcional de las células de Sertoli es evidente, por lo que se puede concluir

que esta alteración de la maduración de las células de Sertoli puede ser la causa común,
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aunque todavía desconocida, de las alteraciones del aparato reproductor masculino humano

que se expresan a lo largo de la vida.297

Sin embargo, en la actualidad el reemplazo correcto de testosterona y los síntomas de

deficiencia de andrógenos no han tenido efecto en la infertilidad.160 La información que se

tiene sobre las grandes variaciones del desarrollo de estructuras dependientes de andrógenos

en un mismo individuo o en diferentes individuos, y la poca respuesta a la acción de dosis

grandes y prolongadas de testosterona han sido interpretadas como una disminución de los

RA dependientes del hipotálamo, de los tejidos periféricos, o del propio testículo que induce

genéticamente una alteración de la receptividad.97

Por ello, en el presente estudio se pretende evaluar el papel que desempeña la

expresión del RA en relación con los estadios madurativos del epitelio seminífero, con los

cambios tubulares que experimenta el testículo desde el desarrollo neonatal hasta la

senectud y, por último, en relación con las lesiones de las células de Sertoli en pacientes

criptorquídicos con extirpación del testículo después de la pubertad.
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
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HIPÓTESIS

Existen relaciones de la expresión del receptor de andrógenos en las células de Sertoli con la

regulación de la espermatogénesis y con las diferentes fases del desarrollo e involución del

testículo en hombres normales y con patologías congénitas testiculares.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinación de la expresión del receptor de andrógenos en los núcleos de las células de

Sertoli en las diferentes fases del desarrollo e involución del testículo del hombre normal y

en patologías congénitas testiculares.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

PRIMERO. Valoración inmunohistoquímica de los receptores de andrógenos en las células

de Sertoli de testículos infantiles, puberales y de adultos normales.

SEGUNDO. Valoración inmunohistoquímica de los receptores de andrógenos en células de

Sertoli en la involución testicular con la senectud.

TERCERO. Cuantificación microdensitométrica de la inmunoexpresión del receptor de

andrógenos en las células de Sertoli de testículos de hombres adultos normales en relación

con los diferentes estadios madurativos del epitelio seminífero.

CUARTO. Cuantificación microdensitométrica de la inmunoexpresión del receptor de

andrógenos en las células de Sertoli de testículos criptorquídicos extirpados después de la

pubertad.

QUINTO.  Valoración de la inmunoexpresión del receptor de andrógenos en las células de

Sertoli de testículos criptorquídicos extirpados en pacientes diagnosticados de síndrome de

insensibilidad a los andrógenos.
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SEXTO. Valoración de la inmunoexpresión del receptor de andrógenos en las células de

Sertoli de biopsias testiculares realizadas en pacientes diagnosticados de sindrome de

Klinefelter.

SÉPTIMO. Detección del receptor de andrógenos mediante métodos de PCR en piezas de

orquiectomía extirpadas en pacientes con criptorquidia, con síndrome de insensibilidad a los

andrógenos y en casos de autopsia sin patología testicular.
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MATERIAL Y MÉTODOS
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MATERIAL

En este estudio, se ha evaluado el RA en las células de Sertoli, utilizando tejidos

histológicos previamente fijados en formol e incluidos en parafina, procedentes de los

archivos de la Unidad de Histología de la UAM, del Hospital Universitario La Paz de

Madrid (UAM) y del hospital universitario de Guadalajara (U. Alcalá). Se han seleccionado

casos de diferentes edades, tanto normales como patológicos.

Grupo I. Testículos humanos normales infantiles para el estudio comparativo de la

expresión del RA.

Se utilizaron 5 testículos y 1 epidídimo, obtenidos durante la autopsia de niños

fallecidos por diferentes causas, pero sin alteración de los órganos genitales. Edad promedio

3,1 años.

Grupo II. Testículos humanos durante el periodo puberal temprano normal, para el

estudio comparativo de la expresión del RA.

Se utilizaron 4 testículos procedentes de igual número de autopsias de niños fallecidos

por causas que no comprometían lesiones de las gónadas. Edad promedio 8,8 años.

Grupo III.  Testículos humanos normales durante el periodo puberal tardío, para el

estudio de la expresión del RA.

Se utilizaron 8 testículos procedentes de igual número de autopsias de niños fallecidos

por causas en las que no se reconocen lesiones primarias, ni secundarias, ni alteraciones

funcionales testiculares. Edad promedio 14,1 años.

Grupo IV.  Testículos humanos normales de hombres adultos, para el control del

estudio de la inmunoexpresión del RA en las células de Sertoli.

Se utilizaron 8 testículos normales, procedentes de igual número de autopsias de

hombres adultos, fallecidos por diversas causas, pero sin patologias primarias o secundarias

del aparato genital. Edad promedio 42,1 años.

Grupo V. Testículos de hombres de edad avanzada, para valorar la  inmunoexpresión

del RA en relación con las lesiones del epitelio seminífero.
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Se utilizaron 6 testículos normales de igual número de pacientes ancianos, procedentes

del archivo de biopsias y autopsias del Servicio de Anatomía Patológica del Hospital

Universitario La Paz de Madrid (Edad promedio 73,5 años), y 5 testículos procedentes del

archivo de biopsias y autopsias del Servicio de Anatomía Patológica del Hospital

Universitario de Guadalajara (Edad promedio 70,2 años).

Grupo VI.  Testículos criptorquídicos humanos, para el estudio del RA.

Se utilizaron los testículos extirpados en 17 pacientes con criptorquidia unilateral; las

orquiectomías se realizaron en los Servicios de Urología de los Hospitales La Paz y de

Guadalajara (Edad promedio 19,7 años).

Grupo VII.  Testículos de pacientes diagnosticados de síndrome de insensibilidad a

los andrógenos, para el estudio del RA.

Se utilizaron ambos testículos extirpados en 6 pacientes con criptorquidia bilateral y

CAIS; las orquiectomías se realizaron en el Servicio de Urología del Hospital La Paz (Edad

promedio 12,7 años).

Grupo VIII.  Biopsias testiculares obtenidas en  pacientes diagnosticados de síndrome

de Klinefelter, para el estudio del RA.

Se utilizaron pequeñas muestras tisulares de parénquima testicular en 9 pacientes

clínica y genéticamente de síndrome de Klinefelter; las biopsias se realizaron en el Servicio

de Urología del Hospital La Paz (Edad promedio 34,2 años).

Grupo IX.  Cortes de tejido testicular obtenidos para la detección del receptor de

andrógenos por métodos de PCR.

Se obtuvieron con el microtomo cortes gruesos de parénquima testicular para la

extracción del DNA e identificación del receptor de andrógenos por PCR, evaluando 14

pacientes postpuberales diagnosticados de criptorquidia unilateral, 4 casos diagnosticados

de síndrome de insensibilidad a los andrógenos y, por último, 3 piezas de orquiectomía

(grupo control) extirpadas para terapia hormonal del cáncer de próstata. Como control

positivo, se utilizó piel humana masculina.
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MÉTODOS

Métodos de Estudio Histológico General

Fijación de las Piezas

La mayoría de las piezas de orquiectomía se fijaron por inmersión en formol neutro

taponado al 4%, durante 72 horas, pero algunas piezas quirúrgicas y las correspondientes a

las biopsias del grupo control se fijaron en líquido de Bouin, fijador habitual de

conservación de todas las biopsias testiculares obtenidas en niños y en pacientes adultos

para la evaluación diagnóstica y pronóstica de la fertilidad.

Formol tamponado:

Fosfato monosódico, monohidrato 4.00 g

Fosfato disódico anhidro 6.50 g

Agua destilada 900 ml

Formol puro (CH2O 40%) 100 ml

Líquido de Bouin:

Ácido pícrico a saturación en agua destilada 750 ml

Formol puro (40%) 250 ml

Ácido acético glacial   50 ml

Métodos de Secciones con Microtomo y Tinciones Histológicas

Las piezas de orquiectomía y de autopsia fueron seccionadas en cortes

perpendiculares a todo lo largo del eje mayor del testículo, con un espesor de cada sección

macroscópica de alrededor de 3 mm. A continuación, se procedió a la inclusión en parafina,

bien de toda la pieza en los casos pediátricos, o bien de secciones seleccionadas al azar

(siempre en número superior a 6 cortes por testículo) en las piezas extirpadas en pacientes

adultos. De otra parte, las biopsias testiculares fueron incluidas in toto, debido a su pequeño

tamaño. Todas estas piezas fueron incluidas en parafina en el procesador de tejidos marca

Autotechnicon Duo®, lo que permitió realizar la deshidratación de las secciones fijadas

mediante pases consecutivos en alcohol de concentraciones crecientes (70%, 96% y alcohol

absoluto) y aclarado posterior en acetato de butilo, dando dos pases de una hora cada uno.
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Finalmente las secciones tisulares se incluyeron en parafina líquida (punto de fusión 60º C)

durante dos horas.

Una vez realizados los bloques de parafina, se obtuvieron 5 cortes seriados de 5 µm de

espesor, mediante un microtomo de la marca Ernnst Leitz GMBH (Typ 1212) Wetzlar

Germany®, y las secciones se desparafinaron en xilol, se hidrataron en alcoholes de

concentraciones decrecientes y se tiñeron con Hematoxilina-Eosina (HE), PAS (ácido

peryódico y reactivo de Schiff, con y sin digestión por la diastasa), tricrómico de Masson y

técnica de fibras elásticas con coloración de van Giesen (EVG), siguiendo los métodos

histológicos habituales. Las preparaciones de HE recién teñidas se aclararon en agua

destilada. Como método de montaje para todas las técnicas histológicas se utilizó la resina

sintética DePex (Probus, Badalona).

Método Inmunohistoquímico para la Detección del Receptor de Andrógenos

Se ha utilizado el método inmunohistoquímico de Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa

para evaluar la expresión del RA en los diferentes grupos, control y de patologías

testiculares estudiadas, mediante el anticuerpo monoclonal anti-RA (Dako, Glostrup,

Denmark), diluido habitualmente a 1:500.

Para realizar el método inmunohistoquímico de detección de la expresión del RA, se

obtuvieron cortes de 5 µm de grosor del material incluido en parafina y se colocaron en

portaobjetos tratados previamente con L-polilisina (Sigma, St Louis) durante 24 horas, con

el fin de adherir mejor el corte al portaobjetos.

Las secciones se procesaron con el método de Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa

(Complejo SBP), siguiendo el método general inmunohistoquímico, descrito por Hsu75, con

las modificaciones habituales de nuestro laboratorio,125 que se especifican a continuación: se

realizó la desparafinación completa de las secciones, seguido de la hidratación en alcoholes

decrecientes hasta el agua destilada. A continuación se procedió a la inhibición de la

peroxidasa endógena de los tejidos mediante peróxido de hidrógeno al 3% a temperatura

ambiente durante diez minutos. Los cortes se lavaron en buffer fosfato (PBS) a temperatura

ambiente, pH 7,4, durante 5 minutos. Se procedió al desenmascaramiento del epitopo

mediante tratamiento por calor; para ello, las preparaciones se introdujeron en buffer citrato

a pH 7,6 y se realizó el tratamiento con microndas en dos pases de 2,5 minutos, procurando
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que las preparaciones no llegasen a hervir, y enfriando las mismas entre cada uno de los

pases. Posteriormente, las preparaciones se dejaron reposar durante 20 minutos a

temperatura ambiente. A continuación, se realizó un lavado rápido, dos minutos, en H2O

destilada para retirar el sobrenadante del buffer citrato. Lavamos las preparaciones en dos

pases de 5 minutos en buffer PBS, pH 7,4. Seguidamente, realizamos el bloqueo de las

inmunoglobulinas inespecíficas de los tejidos con suero bovino normal durante 20 minutos a

temperatura ambiente. Se extrajo el sobrenadante del suero bovino, sin lavar nunca entre

este paso y el siguiente. A continuación, añadimos el anticuerpo primario anti-RA, diluido a

1:500, en una solución de PBS+ BSA al 1%. El anticuerpo primario se incubó durante toda

la noche a 4º C en cámara húmeda. Las secciones se lavaron en tres pases de PBS, de 5

minutos cada uno, a temperatura ambiente. Se añadió a las secciones el complejo biotinilado

anti-ratón, con una dilución 1:200, durante 20 minutos a temperatura ambiente. A

continuación, se lavaron las preparaciones en tres pases de PBS, durante 5 minutos cada

pase y a temperatura ambiente. Se incubaron las preparaciones en el complejo

Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Zymet, San Francisco, USA ) durante 30 minutos

a temperatura ambiente. Realizamos tres lavados en PBS durante 5 minutos. La

inmunorreacción se reveló con diaminobencidina (Sigma, St. Louis, USA ) (30 mg de

diaminobencidina en 10 ml de buffer tris-HCl, a pH 7,4 y con H202 al 0,015 %). El tiempo

de revelado con diaminobencidina es de 3 minutos. A continuación, se hizo una tinción

nuclear con hematoxilina de Harris. Las preparaciones se lavaron con abundante agua

destilada, se deshidrataron en etanol en concentraciones crecientes, y se montaron en la

resina sintética DePex.

Métodos Morfométricos

Valoración microdensitométrica de la expresión del RA

Se ha realizado un estudio prospectivo de la cuantificación microdensitométrica de la

intensidad de expresión del RA, en relación con los diferentes estadios madurativos de los

tubos seminíferos normales; así mismo, se ha cuantificado también el RA en diferentes

patrones de lesiones tubulares de frecuente observación en los testículos de pacientes

ancianos. Por último, la expresión del RA se cuantificó microdensitométricamente en

diferentes patrones tubulares de distintas lesiones de testículos criptorquídicos.
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Para el estudio microdensitométrico, se ha seleccionado una preparación histológica

representativa de cada caso, en la que se comprobó una correcta realización del método

inmunohistoquímico para la detección del RA.

Se han fotografiado entre 25 y 50 campos representativos de las diferentes lesiones

encontradas, procurando que la elección de estas lesiones fuera al azar en cada caso. Las

imágenes histológicas fueron capturadas con el objetivo de 40X de un microscopio Leica,

asociado a una cámara digital Leica CD200. En cada uno de estos campos se han tomado

mediciones mediante el analizador de imágenes Leica con el programa informático Leica

DC-Viewer. Para ello, se tomaron las medidas microdensitométricas de alrededor de 20

puntos en cada núcleo de las células de Sertoli, y se calculó el valor medio por núcleo de la

intensidad de expresión del RA, esto es, se obtuvo la densidad óptica integrada (DOI) del

programa informático Leica Qwin, expresada en unidades arbitrarias, de la expresión del

anticuerpo anti-RA, en relación con las áreas específicas de cada estadio madurativo de la

espermatogénesis, o de cada lesión específica del epitelio seminífero. Se ha usado un

Microdensitómetro estático Leica que está conectado a una cámara digital Leica en color, de

alta precisión, y un analizador de imágenes digitalizadas, con un programa informático

específico de Leica para las cuantificaciones densitométricas.

De cada determinación microdensitométrica en cada medida nuclear de la expresión

del RA, se obtuvieron  tres registros (canales) de color RGB (rojo, verde y azul); a cada uno

de estos canales RGB, el sistema informático le aplicó una escala numérica de 0 a 255, de

modo que la mayor intensidad de color de cada canal estaría en el número arbitrario 0 y la

mínima intensidad de color para cada registro estaría en 255. Dado que la escala numérica

es inversamente proporcional a la intensidad de color, la altura de las barras de los gráficos

se ha representado con el numero inverso de la cifra microdensitométrica; sin embargo, en

las tablas se conserva la cifra emitida por el programa informático Leica QWin. De cada

fotografía, además de las mediciones de los núcleos de las células de Sertoli, se tomaron 100

mediciones del valor “blanco”, esto es, del fondo de la preparación sin tejido; de este modo,

esta DOI se consideró como el blanco absoluto microdensitométrico (ausencia de color), y

las mediciones celulares se modificaron respecto de este blanco. Con esta modificación se

consiguió que en todas las microfotografías pudiera compararse entre sí la intensidad de

expresión del RA. Puesto que el revelado de la inmunotinción de SBP se realizó con
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diaminobenzidina que marca la inmunoexpresión de color marrón, se compararon los

valores microdensitométricos en los canales rojo y verde que forman aquel color; así

mismo, dado que se realizó una contratinción nuclear con hematoxilina para identificar los

núcleos de las células de Sertoli que no expresan RA, se valoraron también los datos

microdensitométricos del canal azul, considerando como valor constante de este canal la

DOI de los núcleos de las espermatogonias basales.

Método de PCR para la Detección de Alteraciones Moleculares del RA

Las muestras utilizadas han sido los cortes de tejido testicular obtenidos para la

detección del receptor de andrógenos por métodos de PCR, descritos como Grupo IX. Se

han probado tres métodos diferentes para la extracción del DNA: 1) método tradicional, 2)

kit Gentra Puregene y 3) kit Epicentre Masterpure. La comparación de los tres

procedimientos refleja que con el método tradicional, se obtiene más DNA, tanto en

muestras fijadas en formol como en líquido de Bouin. Por ello, se ha seleccionado el método

tradicional para la detección de las alteraciones moleculares del RA.

Método Tradicional de Extracción de DNA

En primer lugar, se añade a cada muestra 500 µl de buffer de lisis; a continuación, se

procede al choque térmico a 100 ºC durante 10 minutos, y se deja enfriar. Seguidamente, se

añaden 10 µl de proteinasa k (20 mg/ml) y se incuba toda la noche a 55 ºC. Pasado este

tiempo, y una vez que las muestras están digeridas, se añaden 50 µl de CHELEX al 0,5% y

se incuba durante 30 minutos a 55 ºC; después, se inactiva la enzima a 100 ºC durante 10

minutos, y se centrifuga a 13.200 rpm durante 15 minutos, a 4 ºC. Seguidamente, se pasa el

DNA a un tubo limpio y se conserva a 4 ºC. Posteriormente, se añade un volumen (500 µl)

de fenol / cloroformo / alcohol isoanílico, se mezcla con vórtex hasta obtener una emulsión

lechosa y se centrifuga a 13.200 rpm durante 15 minutos, a 4 ºC. A continuación, se pasa la

fase acuosa a un tubo limpio, se añade un volumen de cloroformo (500 µl), se mezcla con

vórtex hasta obtener una emulsión lechosa, se  vuelve a centrifugar a 13.200 rpm durante 15

minutos, a 4 ºC, y se pasa la fase acuosa  a un tubo limpio. Seguidamente, se añade acetato

sódico 0,3 M a pH 5,2 (45 µl para 450 µl de muestra), y dos volúmenes de etanol absoluto

frío (1 ml), se mezcla con vórtex y se conserva a -20 ºC para precipitar el DNA.
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El procedimiento continúa centrifugando las muestras a 12.000 rpm durante 15

minutos, a 4 ºC. Después, se elimina el sobrenadante y se lava el pellet con etanol al 70%

frío (500 µl). Finalmente, se centrifuga a 12.000 rpm durante 2 minutos, a 4 ºC, se elimina

casi todo el etanol y se deja secar de 2,5 a 3 h; se resuspende con 50 µl de agua mili Q

estéril y se puede conservar congelado a -20 ºC.

La siguiente fase consiste en determinar la concentración de DNA y amplificar los

fragmentos que contienen las repeticiones del triplete CAG del receptor de andrógenos por

PCR.

Método de PCR para el Receptor de Andrógenos

Como cebadores, se han utilizado:

hARCAGf   5'-GCC  TGT  TGA  ACT  CTT  CTG  AGC-3'

hARCAGr   5'-CGA  TGG  GCT  TGG  GGA  GAA  CCA  TCC  TCA-3'

Para realizar el programa de PCR, se han utilizado los siguientes productos:

• H2O 15,75 µl

• Tampón 10x   2, 00 µl

• dNTPs   0,50 µl

• hARCAGf   0,25 µl

• hRACAGr   0,25 µl

• Hot Start Taq-Polimerasa   0,25 µl

• Muestra de DNA   1,00 µl

Las condiciones del programa de PCR han sido:

• 15 min a 95 ºC

• 50 s a 94 ºC

• 40 s a 58 ºC

• 1 min a 72 ºC

• 10 min a 72 ºC

• El tiempo que se quiera a 4 ºC

A cada producto de PCR obtenido se la añaden 3 µl de buffer de carga y, a

continuación, se corren las muestras en un gel de agarosa al 0,8%.

Se repite
35 ciclos
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Métodos Estadísticos

Los datos obtenidos en el estudio microdensitométrico se sometieron a un análisis

estadístico con el programa SPSS (“Statistical Package for Social Scienses”) versión 10.0,

evaluándose los siguientes parámetros: media aritmética, desviación estándar y significación

estadística mediante el test de la t de Student, y la correlación estadística y su significación

mediante el test de Pearson.

Técnicas Fotográficas

Las imágenes microscópicas han sido capturadas con una cámara digital Leica

DC200, almacenadas en formato TIFF y tratadas con el programa Adobe Photoshop 5.0. La

composición de las planchas iconográficas se ha realizado con el programa Quark X Press

4.0.
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RESULTADOS
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Evaluación Morfológica de la Expresión Inmunohistoquímica del RA

En este estudio hemos analizado la expresión del receptor de andrógenos en las

células de Sertoli. Los cambios en su expresión, se han valorado desde la infancia (Grupo I),

pasando por el periodo puberal temprano (Grupo II) y tardío (Grupo III), por la edad adulta

(Grupo IV), y hasata la evolución senil en el hombre normal (Grupo V). Así mismo, se han

estudiado los cambios en la expresión del RA en tres enfermedades congénitas en las que el

testículo se encuentra muy dañado, como son la criptorquidia (Grupo VI), el síndrome de

insensibilidad a los andrógenos (AIS) (Grupo VII) y el síndrome de Klinefelter (Grupo

VIII).

En los testículos del grupo control de hombres adultos normales, las células de Sertoli

de los tubos seminíferos, que conservan una espermatogénesis completa, presentan una

intensa expresión del RA, aunque su intensidad varía de unas células a otras dependiendo

del estadio madurativo de la espermatogénesis. Todas las células de la línea germinal

carecen de inmunoexpresión del RA. Las células mioides de la pared peritubular son

positivas al RA (Fig. 1).

En el grupo de hombres de edad avanzada, gran parte de los tubos seminíferos

muestran espermatogénesis conservada, aunque también se observa todo un espectro de

lesiones, desde espermatogénesis moderada hasta atrofia del epitelio germinal, asociadas a

la formación de grandes vacuolas intraepiteliales. En estas áreas la intensidad de

inmunotinción del RA es, en algunos casos, aparentemente menor, aunque otras veces, no se

aprecian diferencias con respecto a la inmunorreactividad del RA en las áreas de

espermatogénesis conservada (Figs. 2,3).

Durante la infancia temprana, la mayoría de las células de Sertoli están desordenadas

en el tubo seminífero, pero presentan una moderada o intensa inmunoexpresión del RA;

contrariamente, las células germinales carecen de inmunomarcaje. Las células mioides

peritubulares y los fibroblastos intersticiales sólo muestran trazas de inmunotinción. A los

tres-cuatro años de edad, existe una mejor organización de los tubos seminíferos; sin

embargo, la mayoría de los núcleos de las células de Sertoli son negativos o sólo muestran

vestigios del RA, siendo excepcionales los núcleos que presentan mayor inmunomarcaje.

Las espermatogonias basales son rigurosamente negativas y la mayoría de las células

intersticiales no muestran inmunotinción. Contrariamente, en los niños de cuatro años de
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edad, se observa una intensa expresión del RA en los núcleos de las células principales del

conducto epididimario (Fig. 4).

Al comienzo de la pubertad, en las áreas con inicio de la espermatogénesis, las células

de Sertoli que están en íntima vecindad presentan intensa tinción nuclear del RA. En el

intersticio, algunas células de Leydig inmaduras muestran inmunomarcaje, aunque la

mayoría son negativas (Fig. 5).

Al final de la pubertad, La mayoría de los núcleos de las células de Sertoli son RA

positivos, aunque otros sólo muestran vestigios o carecen de inmunotinción para el RA.

Todas las células mioides de la pared peritubular expresan el RA (Fig. 6).

En los testículos criptorquídicos, se observan tubos seminíferos con espermatogénesis

incompleta; las células de Sertoli muestran una inmunotinción variable del RA, aunque en la

mayoría está disminuida, en otras sólo quedan vestigios, y otras son negativas. En el

intersticio testicular, gran parte de las células de Leydig muestran un evidente

inmunomarcaje nuclear del RA (Figs. 7-9).

En los pacientes con síndrome de AIS, se observan tubos seminíferos inmaduros con

células de Sertoli disgenéticas y negativas al receptor, aunque otras muestran vestigios de

inmunotinción, y otras son positivas. En el intersticio, las células de Leydig son escasas e

inmaduras y, mayoritariamente, negativas al RA (Figs. 10-12).

En los pacientes con síndrome de Klinefelter, se observan tubos seminíferos con

escasas células de Sertoli disgenéticas y con intensidad variable de expresión del RA. En el

intersticio, las células de Leydig son hiperplásicas y carecen de inmunotinción (Figs. 13,14).

Evaluación Microdensitométrica de la Expresión Inmunohistoquímica del

RA

Se ha realizado la evaluación de la intensidad de la inmunoexpresión del RA en los

núcleos de las células de Sertoli, tanto en los testículos normales de hombres adultos (Grupo

Control: Grupo 4) y en los casos de edad avanzada (grupo control: Grupo5), así como en el

grupo de pacientes postpuberales con testículos criptoquídicos (Grupo 6). Para ello se han

obtenido las medidas microdensitométricas del RA en los 3 canales RGB que constituyen



Resultados    43

cada color. Todas las preparaciones en las que se realizó el estudio inmunohistoquímico

para la detección del RA se tiñeron, además, con la tinción nuclear de Hematoxilina

(núcleos de color azul), con el fin de identificar también los núcleos de las células de Sertoli

sin expresión de este receptor; por ello, lo primero que determinamos fueron las posibles

modificaciones que esta contratinción nuclear podría provocar en los resultados

cuantitativos del grado de inmunotinción del RA.

En el presente estudio, hemos considerado como tinción de fondo nuclear la tinción

azul que origina la hematoxilina, los datos del canal azul, obtenidos en la cuantificación

microdensitométrica de los núcleos de las espermatogonias basales, los cuales

rigurosamente carecen de expresión del RA, tanto cuando se emplean métodos

inmunohistoquímicos, como cuando se emplean métodos bioquímicos y de biología

molecular. Una vez conocido este valor basal, se ha cuantificado la expresión del RA (canal

azul) de los núcleos de las células de Sertoli localizadas en varias asociaciones celulares de

la espermatogénesis normal, y también estos valores del RA en las células de Sertoli en

aquellas áreas de atrofia del epitelio seminífero (grupo 5), caracterizadas por la presencia de

espacios vacíos (“vacuolas”), consecuencia de la pérdida patológica de células germinales

meióticas y postmeióticas (Tabla 1).

En relación con la espermatogénesis conservada, no se han encontrado diferencias en

la intensidad de tinción del RA de las células de Sertoli, cuando se comparaban aquellas

áreas del tubo seminífero con diferenciación de una espermatogénesis completa (grupo 4) -

en las que se veían abundantes espermátides elongadas- con aquellos otros segmentos del

tubo seminífero normal en los que el estadio madurativo solo alcanzaba hasta la

diferenciación de espermátides redondas o, incluso, hasta la diferenciación de

espermatocitos de 1er orden. (Tabla 1). Sin embargo, sí se encontró una ligera mayor

expresión del RA en las células de Sertoli en aquellas áreas del tubo seminífero en las que

las únicas células germinales presentes eran espermatogonias basales.
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Tabla 1 Cuantificación microdensitométrica (canal azul) de la intensidad de inmunotinción

del RA en las células de Sertoli, en relación con los diferentes estadios madurativos de la

espermatogénesis normal y en las áreas de atrofia tubular focal que contienen células de

Sertoli vacuoladas. Se incluyen los valores de la densidad nuclear basal de la contratinción

nuclear de las espermatogonias con hematoxilina.

Estadios de la Espermatogénesis RA Sertoli (CanalAzul)

Diferenciación de Espermatozoides   116,3 ±  9,2

Diferenciación de Espermátides redondas   112,2 ± 19,7

Diferenciación de Espermatocitos de 1 er Orden (Cito I)   114,9 ±  8,4

Diferenciación de Espermatogonias   111,9 ± 7,8a

Presencia de Células de Sertoli Vacuoladas   119,2 ± 7,0a

DOI de Espermatogonias: Hematoxilina   150,1 ± 4,1a

DOI: Densidad Óptica Integrada; a: p < 0.05 respecto al grupo anterior.

En relación con el estadio madurativo del epitelio seminífero, también se ha

cuantificado la intensidad del color marrón del revelado con diaminobencidina del método

de Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) en los canales rojo y verde, de cuya mezcla

surgen las diferentes gamas de colores marrón-pardos. En la tabla 2, se recogen los datos

cuantitativos de la densidad óptica integrada (DOI) y, en la figura 15, se representa la

proporción de tinción resultante de la división de la DOI del canal rojo entre la DOI del

canal verde. Los valores representados son el resultado del número inverso de la DOI; de

este modo podemos observar que la intensidad de expresión del RA de los núcleos de las

células de Sertoli no varía en los diferentes estadios madurativos de la espermatogénesis

normal, incluso en aquellos segmentos del tubo seminífero en los que el estado del ciclo

celular aún se encuentra en la fase de divisiones mitóticas (señalados en el gráfico como el

estado madurativo constituido exclusivamente por espermatogonias y células de Sertoli),

previas a los procesos de formación de espermatocitos de 1er orden, y de procesos meióticos

y postmeióticos. Por el contrario, la proporción entre estos dos canales rojo y verde de la

intensidad de la expresión del RA en los núcleos de las células de Sertoli está

significativamente disminuida en los segmentos del tubo seminífero atrófico, con diferentes

grados de hipoespermatogénesis que se asocian a áreas de formación de vacuolas

intraepiteliales (Fig. 15).
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Tabla 2. Cuantificación microdensitométrica (canales RGB: rojo, verde y azul) de la

intensidad de inmunotinción del RA en las células de Sertoli, en relación con los diferentes

estadios madurativos de la espermatogénesis normal y en las áreas de células de Sertoli

vacuoladas. Los núcleos de las espermatogonias solo se tiñen con hematoxilina.

Estadios de la Espermatogénesis Rojo Verde Azul

D. Espermatozoides 147,3 ± 7,1 124,0 ± 9,2  116,3 ±  9,2

D. Espermátides redondas 146,1 ± 5,9 122,3 ± 7,9   112,2 ± 19,7

D. Cito I 145,0 ± 7,0 121,9 ± 8,7  114,9 ± 8,4

D. Espermatogonias + Sertoli 145,3 ± 4,3 120,7 ± 8,3   111,9 ± 7,8a

P. Vacuoladas 147,5 ± 5,1 125,9 ± 6,4   119,2 ± 7,0a

DOI Espermatogonias Hxilina 152,9 ± 3,5 144,9 ± 4,6   150,1 ± 4,1a

D.: diferenciación de; P.: presencia de; DOI: Densidad Óptica Integrada; a: p < 0.05 respecto al

    grupo anterior.
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Figura 15. Proporción de la cuantificación microdensitométrica (canales rojo y verde) de la

expresión del RA en los núcleos de las células de Sertoli, en relación con los diferentes estadios

madurativos de la espermatogénesis normal y en las áreas de atrofia tubular focal. Ezoid:

espermatozoides; Esper Rdas: espermátides redondas; Cito I: espermatocitos de 1er orden; Gonias +

Sert: espermatogonias + Sertoli; S Vacuoladas: células de Sertoli vacuoladas.
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El estudio cuantitativo del RA en relación con las diferentes fases del ciclo del epitelio

seminífero normal, cuando se valoró la DOI de los canales rojo y verde, no demostró

cambios significativos; tampoco se encontraron valores distintos de esta densidad en

relación con los diferentes grados de hipoespermatogénesis; dicho de otro modo, el

comportamiento inmunohistoquímico de la expresión del RA no presentaba variaciones en

las áreas de atrofia tubular frecuentemente observadas en pacientes ancianos (Tabla 2).

En este sentido, se ha encontrado un comportamiento idéntico de los canales rojo y

verde en relación con el ciclo celular normal del epitelio seminífero y, así mismo, el mismo

comportamiento en las áreas atróficas de vacuolización del epitelio seminífero (Figura 16).
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Figura 16. Comparación de la cuantificación microdensitométrica (canales rojo y verde) de la

Intensidad de inmunotinción del RA en las células de Sertoli en los diferentes estadios madurativos

de la espermatogénesis normal y en áreas de atrofia tubular focal que contienen células de Sertoli

vacuoladas. Ezoid: espermatozoides; Esper Rdas: espermátides redondas; Cito I: espermatocitos de

1er orden; Gonias + Sert: espermatogonias + Sertoli; S Vacuoladas: células de sertoli vacuoladas;

Gonias H: espermatogonias hematoxilina.
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Una vez resueltos los patrones normales de la expresión del RA a todo lo largo del

ciclo de células germinales y en la atrofia tubular propia de la senescencia, se ha

cuantificado la expresión del RA en los testículos criptorquídicos extirpados en pacientes

adolescentes y adultos que ya habían pasado la pubertad. Como bien ha quedado

demostrado en la evaluación histológica de estas piezas quirúrgicas, la criptorquidia del

adulto se caracteriza por una mezcla de diferentes patrones de maduración tubular presentes

en el mismo testículo, de modo que, a veces, patrones muy diferentes aparecen en lobulillos

testiculares contiguos. Con el fin de precisar mejor la cuantificación microdensitométrica

del RA, hemos simplificado todo el espectro lesional en 5 patrones de tubos seminíferos del

testículo criptorquídico: 1) Tubos seminíferos que presentan una diferenciación incompleta

de espermatogénesis con diferenciación focal exclusivamente de espermatogonias y

espermatocitos de 1er orden (denominado con las siglas Criptorquid. Cito I); 2) tubos

seminíferos con solo diferenciación de espermatogonias basales, en ausencia de

diferenciación de espermatocitos de primer orden (denominado Criptorquid.

Espermatogonia); 3) tubos seminíferos, con mayor diámetro, debido a que han

experimentado un crecimiento después de la pubertad, pero que presentan un patrón de solo

Sertoli con predominio de células de Sertoli de tipo adulto (denominado como Criptorquid

Solo S. Adulto); 4) lobulillos testiculares constituidos exclusivamente por tubos seminíferos

de pequeñas dimensiones con contornos muy irregulares y que tienen un patrón de solo

Sertoli en el que la mayoría de las células de Sertoli son de tipo infantil, aunque con

inmunomarcaje positivo del RA (Células RA +) (denominado como Criptorquid. Solo S.

Infantil +), y 5) lobulillos testiculares, asimismo, constituidos exclusivamente por tubos

seminíferos de pequeñas dimensiones con contornos muy irregulares y que tienen un patrón

de solo Sertoli con predominio de células de Sertoli de tipo infantil, y carentes de

inmunoexpresión de RA (Células RA-) (denominado como Criptorquid. Solo S. Infantil -).

Los datos numéricos de la DOI de los canales RGB de la expresión del RA en estos

diferentes patrones del testículo criptorquídico, con respecto al control (Grupos 4 y 5) se

recogen en la tabla 3.



Resultados    48

Tabla 3. Comparación de la cuantificación microdensitométrica (canales RGB: rojo, verde

y azul) de la intensidad de inmunotinción del RA en las células de Sertoli, localizadas en los

diferentes patrones tubulares observados en los testículos criptorquídicos, en relación con

los mismos patrones del grupo control.

Patrón Tubular Rojo Verde Azul

Criptorquid. Solo S. Adulto 163,4 ± 3,4 151,0 ± 3,5   138,9 ±  2,8

Criptorquid. Solo S. Infantil + 156,3 ± 4,6 143,8 ± 6,8   139,5 ±  6,1

Criptorquid. Solo S. Infantil - 152,8 ± 1,8 143,0 ± 2,7  147,3 ± 2,3
a

Criptorquid. Cito I 162,0 ± 4,7 148,8 ± 6,9   138,4 ± 5,0
a

Criptorquid. Espermatogonias 161,6 ± 2,6 146,8 ± 3,7   134,8 ± 3,1
a

Normal Cito I 145,0 ± 7,0 121,9 ± 8,7   114,9 ± 8,4
b

Normal Espermatozoides 147,3 ± 7,1 124,0 ± 9,2 116,3 ± 9,2

Atrofia Tubular 145,3 ± 4,3 120,7 ± 8,3   111,9 ± 7,8
c

a: p < 0.05 respecto al grupo anterior; b: p < 0.001 respecto al estadio madurativo de espermatocito I

del grupo de criptorquidia; c: p < 0.001 respecto al estadio madurativo de espermatogonias del grupo

de criptorquidia.

Cuando se compara la expresión del RA en los diferentes patrones tubulares

criptorquídicos con el patrón normal, se observa un doble comportamiento de la intensidad

de tinción nuclear en las células de Sertoli: de una parte, todas las células de Sertoli tienen

un evidente menor marcaje que las células de Sertoli presentes en los testículos normales,

aunque en ambos grupos siempre son mayores los datos obtenidos de la DOI en el canal

rojo con respecto al verde; de otra parte, es necesario destacar que mientras que en el

testículo normal existe una homogeneidad de la altura de las barras en ambos canales,

contrariamente, en los diferentes patrones tubulares del testículo criptorquídico existe una

variación de la expresión del RA (Figura 17).
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Figura 17. Comparación de la cuantificación microdensitométrica (canales rojo y verde) de la

intensidad de inmunotinción del RA en las células de Sertoli, localizadas en los diferentes patrones

tubulares observados en los testículos criptorquídicos, en relación con los mismos patrones del grupo

control. Crip SS Adul: criptorquidia solo Sertoli adulto; Cript SS Inf+: criptorquidia solo Sertoli

infantil positivas; Cript SS Inf-: criptorquidia solo Sertoli infantil negativas; Cript Cito I:

criptorquidia espermatocitos de 1er orden; Crip Gonias: criptorquidia espermatogonias; Normal Cito

I: normal espermatocitos de 1er orden; Normal Szoid: normal espermatozoides; Atrofia Tubul:

atrofia tubular.

Esta disparidad de comportamiento del RA en el testículo normal y criptorquídico se

comprueba mejor cuando se evalúa la proporción entre los canales rojo y verde

observándose siempre una mayor intensidad de RA en el testículo normal con respecto al

criptorquídico. Aparece una ligera disminución del RA en los patrones del testículo

criptorquídico que carecen de diferenciación de la línea germinal; además, la proporción en

el grupo de testículo criptorquídico con patrón de solo Sertoli de tipo infantil sin expresión

del RA es la menor en todos los grupos estudiados (Figura 18).
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Figura 18. Proporción de la cuantificación microdensitométrica (canales rojo y verde) de la

expresión del RA en los núcleos de las células de Sertoli, en relación con los diferentes patrones

tubulares del testículo criptorquídico, con respecto a los valores obtenidos en el grupo control. Crip

SS Adul: criptorquidia solo Sertoli adulto; Cript SS Inf+: criptorquidia solo Sertoli infantil positivas;

Cript SS Inf-: criptorquidia solo Sertoli infantil negativas; Cript Cito I: criptorquidia espermatocitos

de 1er orden; Crip Gonias: criptorquidia espermatogonias; Normal Cito I: normal espermatocitos de

1er orden; Normal Szoid: normal espermatozoides; Atrofia Tubul: atrofia tubular.

Con el fin de resolver si existe un posible paralelismo en el comportamiento de la

expresión inmunohistoquímica del RA de las células de Sertoli presentes en cada uno de los

patrones tubulares del testículo criptorquídico, se ha realizado un estudio de correlación y su

significación estadística, en cada uno de los canales RGB evaluados. En la tabla 4 se

recogen los valores de correlación del canal azul, en la tabla número 5 los valores de

correlación de los canales rojo y en la tabla 6 los valores de correlación del canal verde.

Los datos estadísticos obtenidos evaluando el canal azul de la intensidad de expresión

del RA han demostrado una correlación positiva y significativa entre aquellos casos

criptorquídicos en los que en el parénquima testicular se entremezclaban tubos seminíferos

con diferenciación de espermatogonias basales, aunque sin progresión de la

espermatogénesis, con todos los patrones de tubos con células de solo Sertoli de tipo

disgenético. Con respecto al patrón de solo Sertoli, se ha demostrado una correlación

inversa pero significativa, entre los que contenían células de Sertoli de tipo adulto y los de
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aquellos tubos constituidos por células de Sertoli disgenéticas negativas al RA; sin embargo,

esta significación sigue siendo inversa pero menos manifiesta (p<0.005) cuando se

comparan la tendencia de la intensidad del RA (canal azul) en los patrones de solo Sertoli

con y sin expresión del RA (Tabla 4).

Tabla 4. Correlaciones de la cuantificación microdensitométrica (canal azul) de la

expresión inmunohistoquímica del RA en las células de Sertoli presentes en los diferentes

patrones tubulares de la criptorquidia, en comparación con los respectivos patrones

normales.

Patrón Tubular Solo Sert.
Adulto

Solo Sert.
Infantil +

Solo Sert.
Infantil -

Criptorquid.
Cito I

Criptorquid.
Espermatogonias

Solo Sert. Adulto ---
Solo Sert. Infantil + t = - 0,29

p = 0,779
---

Solo Sert. Infantil -  t= - 6,98
p = 0,0001

 t = - 3,37
 p = 0,005

---

Criptorquid. Cito I   t = 0,26
p = 0,795

 t = 0,34
 p = 0,743

 t = 4,40
 p = 0,001

---

Criptorquid.
Espermatogonias

  t = 3,51
p = 0,002

 t = 2,48
 p = 0,022

 t = 10,06
p = 0,0001

  t = 1,94
  p = 0,069

---

Espermatogonias
H-E

  t = - 7,78
p = 0,0001

 t = - 4,98
p = 0,0001

 t = - 1,82
 p = 0,083

  t = - 5,22
p = 0,0001

     t = 10,71
p = 0,0001

La valoración de la correlación estadística de la intensidad de expresión del RA en el

canal rojo demuestra que los datos son heterogéneos; no obstante, cuanto más positiva es la

inmunoexpresión del RA en los tubos seminíferos con crecimiento puberal y presencia focal

de espermatogonias basales, menor es la cuantificación en los tubos disgenéticos con células

de Sertoli maduras (t=-3.64; p<0.001). Por último, cabe destacar que la correlación es

positiva y significativa cuando se compara la intensidad del RA en los patrones de solo

Sertoli de tipo adulto con los de solo Sertoli de tipo infantil con núcleos inmunomarcados

(Tabla 5).

Por último, el poder discriminatorio, en relación con las determinaciones estadísticas

de la correlación de la intensidad de inmunotinción del RA en el canal verde entre los
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diferentes patrones tubulares del testículo criptorquídico, es completamente heterogéneo y

no significativo (Tabla 6).

Tabla 5. Correlaciones de la cuantifiación microdensitométrica (canal rojo) de la expresión

inmunohistoquímica del RA en las células de Sertoli en diferentes patrones tubulares de la

criptorquidia, en comparación con los respectivos patrones normales.

Solo S.
Adulto

Solo S.
Infantil +

Solo S.
Infantil -

Criptorq.
Cito I

Criptorquidia
Espermatogonias

Solo S. Adulto ---
Solo S. Infantil +   t = 3,72

p = 0,002
---

Solo S. Infantil -  t = 7,99
p = 0,0001

  t = 2,00
p = 0,065

---

Criptorq. Cito I  t = 0,67
 p = 0,517

t = - 2,17
p = 0,053

 t = - 5,05
p = 0,0001

---

Criptorq.
Espermatogonias

 t = 1,56
 p = 0,132

t = - 3,64
p = 0,001

 t = - 8,52
p = 0,0001

 t = - 0,27
 p = 0,791

---

Espermatogonias
H-E

 t = 7,29
p = 0,0001

  t = 1,96
p = 0,064

 t = 0,14
 p = 0,891

 t = 7,89
p = 0,0001

     t = - 4,65
p = 0,0001

Tabla 6. Correlaciones de la cuantificación microdensitométrica (canal verde) de la

expresión inmunohistoquímica del RA en las células de Sertoli en diferentes patrones

tubulares de la criptorquidia, en comparación con los respectivos patrones normales.

Patrón
Tubular

Solo Sert.
Adulto

Solo Sert.
Infantil +

Solo Sert.
Infantil -

Criptorquid.
Cito I

Criptorquid.
Espermatogonias

Solo Sert. Adulto ---
Solo Sert. Infantil +  t = 2,83

 p = 0,013
---

Solo Sert. Infantil -  t = 5,24
p = 0,0001

 t = 0,29
p = 0,776

---

Criptorquid. Cito I  t = 0,81
 p = 0,434

t = - 1,30
p = 0,220

t = - 2,17
p = 0,052

---

Criptorquid.
Espermatogonias

 t = 2,76
 p = 0,011

t = - 1,44
p = 0,164

t = - 2,56
p = 0,018

t = - 0,85
p = 0,407

---

Espermatogonias
H-E

 t = 3,41
 p = 0,002

t = - 0,50
p = 0,623

t = - 1,09
p = 0,290

t = - 1,44
p = 0,166

      t = 1,26
p = 0,219
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Deteccion del Receptor de Andrógenos Mediante Métodos de PCR

La deteccion del receptor de andrógenos mediante métodos de PCR ha sido realizada

en piezas de orquiectomía extirpadas en pacientes con criptorquidia, con síndrome de

insensibilidad a los andrógenos y en casos de autopsia sin patología testicular. La relación

de muestras analizadas y la concentración de DNA obtenida de cada una de ellas queda

reflejada en la tabla 7. Para determinar la concentración de DNA se ha utilizado como

Blanco: 100 µl de H2O estéril, para las Muestra: 5 µl de DNA + 95 µl de H2O estéril.

En el gel de agarosa, se ha utilizado el marcador de peso molecular recogido en la

figura 19. Como control negativo (C-), se ha usado H2O en lugar de DNA y como control

normal positivo, DNA no testicular procedente de piel humana masculina de un paciente

normal. Debido a que al principio no se obtenían bandas definidas, se realizaron diluciones

de las muestras para obtener una concentración aproximada de 0,10 µg/µl, concentración

similar a la de la muestra control (C3). Las figuras 20 y 21 son ejemplos de los resultados

obtenidos en la detección del fragmento del gen del RA que contiene los tripletes CAG por

PCR. En todos los casos, independientemente de la patología, se obtiene una banda de 400

bp. Hay que destacar que la sensibilidad del método es de un máximo de 30 bp, es decir, que

las diferencias de menos de 10 repeticiones no son detectables.

Figura 19. Marcadores de peso molecular utilizados en el gel de agarosa.
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Tabla 7. Medida de la concentración de DNA en las muestras procedentes de piel humana

masculina (control positivo), testículo normal (control), síndrome de insensibilidad a los

andrógenos (AIS) y criptorquidia.

MUESTRA DNA [µg/µl] DNA/RNA

Piel Humana

      C1 0,0779 1,78

      C2 0,0921 1,77

      C3 0,1059 1,79

Testículo Normal

      R1 1,9715 1,84

      R2 1,1135 1,67

      R3 0,8854 1,70

AIS

      R4 2,3411 1,92

      R5 1,1845 1,81

      R6 1,0649 1,76

      R7 1,8520 1,71

Criptorquidia

      R8 1,5204 1,66

      R9 1,1944 1,46

      R10 0,6340 1,65

      R11 0,3510 1,54

      R12 1,3612 1,67

      R13 0,5425 1,59

      R14 0,0494 1,15

      R15 0,0685 1,66

      R16 1,2079 1,90

      R17 0,2587 1,78

      R18 0,4585 1,66

      R19 0,6703 1,68

      R20 0,9944 1,77

      R21 1,1342 1,89

         DNA/RNA: (R260/280)
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Figura 20. Detección de los tripletes CAG en el receptor de andrógenos por PCR. PM: peso

molecular; C -: control negativo; PH: piel humana, control positivo; TN: testículo normal; AIS:

sídrome de insensibilidad a los andrógenos; Crip: criptorquidia.

Figura 21. Detección de los tripletes CAG en el receptor de andrógenos por PCR PM: peso

molecular; C-: control negativo; PH: piel humana, control positivo; AIS: sídrome de insensibilidad a

los andrógenos; Crip: criptorquidia; TN: testículo normal.

               C     PH      TN     AIS     AIS    AIS   Crip   Crip   Crip
     PM        -        3         1         4          5        6        13       16       21

               C     PH    AIS   Crip   TN  Crip   AIS   Crip   AIS
     PM        -        2        4       21       1     16        5       13       6     PM
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Fig. 1. Expresión del RA en el testículo normal

a) Tubo seminífero normal con espermatogénesis conservada. La mayoría de las células de

Sertoli presentan intensa expresión nuclear del RA, aunque varía de unas células a otras. La

pared peritubular es fina y destacan varias células mioides con evidente marcaje del RA

intranuclear. Nótese que todas las células de la línea germinal carecen de RA.

b) Sección tangencial de un tubo seminífero en donde se demuestra una intensa

inmunorreactividad intranuclear del RA en la mayoría de las células de Sertoli, estando

ausente el inmunomarcaje en las células germinales, las cuales, en algunas áreas, están

descamadas a la luz.

c) La imagen representa dos secciones tubulares con ligera dilatación luminal y moderada

disminución de la altura del epitelio seminífero. En la sección superior, la inmuno-

reactividad del RA es idéntica en todas las células de Sertoli; sin embargo, en la sección

inferior existen segmentos tubulares, con distinta inmunorreactividad, siendo menor en el

área donde se localiza la asociación de espermatocitos de primer orden y espermátides

inmaduras.

d) Sección transversal de un tubo seminífero en el que todo el segmento luminal está

ocupado por espermátidas redondas. Los núcleos de las células de Sertoli subyacentes

contienen una alta expresión del RA.
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Fig. 2. Expresión del RA en lesiones focales de la espermatogénesis

a) La mayor parte de los tubos seminíferos muestran espermatogénesis conservada con

diferentes estadios madurativos. Sólo focalmente existe una disminución de la altura del

epitelio del tubo seminífero, asociado a espacios vacíos (“vacuolas”) en la porción

adluminal del epitelio; sin embargo, aparentemente no existen cambios relevantes de la

expresión intranuclear del RA en las células de Sertoli.

b) Maduración completa con abundantes espermatozoides, en contigüidad con otro estadio

con espermatocitos de primer orden. En ambos estadios existen pequeñas vacuolas del

citoplasma de las células de Sertoli, pero no se evidencia cambio aparente del RA en las

células de Sertoli presentes en ambos estadios madurativos.

c) Destaca el intenso marcaje intranuclear del RA de las células de Sertoli en áreas de

espermatogénesis conservada, con respecto a otras de marcada hipoespermatogénesis. Los

núcleos de las células de Sertoli presentes en las áreas del epitelio con vacuolas no

experimentan cambios significativos del inmunomarcaje del RA.

d) Tubo seminífero con descamación celular intraluminal. Se aprecia una variada

reactividad del RA, que es máxima en aquellas células de Sertoli localizadas en las áreas

más maduras y que disminuye progresivamente en las áreas de hipoespermatogénesis y de

formación de cavidades intraepiteliales.

e) Se observa todo un espectro de lesiones que incluye desde áreas con espermatogénesis

conservada a otras con moderada o incluso atrofia del epitelio germinal, asociadas a la

formación de grandes vacuolas intraepiteliales. En estas áreas, la intensidad del RA es

aparentemente menor, si se compara con la intensa inmunorreactividad del RA en las áreas

con espermatogéneis conservada. Las células mioides muestran escasa inmunotinción. En el

intersticio se observan algunas células de Leydig con moderada inmunoexpresión del RA.
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Fig. 3. Expresión del RA en tubos con hipoespermatogénesis intensa

a) Se observa una importante descamación del epitelio tubular, asociado a intensa atrofia de

las células germinales. La mayoría de los núcleos de las células de Sertoli presentan una

robusta inmunotinción para el RA.

b) Marcada dilatación luminal asociada a intensa hipoespermatogénesis, solo muy

focalmente se observa diferenciación de espermátides elongadas. Existe todo un espectro de

densidad de inmunotinción del RA, el cual está ausente en aquellas áreas de máxima lesión

epitelial.

c) La hipoespermatogénesis es moderada y el marcaje del RA de las células de Sertoli es

homogéneo, si se compara con la figura anterior.

d) Nótese la pequeña variabilidad del inmunomarcaje del RA, en contraposición con la

importante alteración de la maduración de las células germinales.

e) Importante atrofia del epitelio germinal en donde predominan las áreas de un patrón de

solo Sertoli, asociado a importantes seudovacuolas de atrofia epitelial; sin embargo, persiste

un evidente marcaje del RA.

f) Diferentes grados de hipoespermatogénesis sin cambios aparentes de la intensidad de

tinción del RA.
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Fig. 4. Expresión del RA en el recién nacido y durante la infancia temprana

a) Tubo seminífero hipercurvado en un testículo normalmente distendido. La mayoría de las

células de Sertoli están desordenadas en el tubo seminífero, pero presentan una moderada o

intensa inmunoexpresión del RA; contrariamente, las células germinales carecen de

inmunomarcaje. Las células mioides peritubulares y los fibroblastos intersticiales solo

muestran trazas de inmunotinción.

b) Muestra testicular de un niño de tres años de edad. Nótese una mejor organización de los

tubos seminíferos. La mayoría de los núcleos de las células de Sertoli son negativos o sólo

muestran vestigios del RA, siendo excepcionalmente los núcleos que presentan mayor

inmunomarcaje. Las espermatogonias basales son rigurosamente negativas y la mayoría de

las células intersticiales no muestran inmunotinción.

c) Intensa inmunoexpresión del RA de los núcleos de las células principales del conducto

epididimario del mismo paciente que la figura anterior. Nótese la débil tinción de las células

basales epiteliales y de las células musculares lisas.
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Fig. 5. Expresión del RA en el testículo pre-puberal

a) Tubos seminíferos formados exclusivamente por células de Sertoli y espermatogonias. La

expresión del RA en las células de Sertoli es muy variable: predominan las células

negativas, aunque existen algunas células con robusto inmunomarcaje nuclear. Solo algunas

células intersticiales y peritubulares expresan trazas del RA.

b) Parénquima testicular con evidentes signos de maduración prepuberal, caracterizado por

un mayor diámetro tubular y diferenciación de espermatocitos de primer orden. Destaca una

intensa tinción intranuclear en todas las células de Sertoli y algunas células intersticiales. En

el intersticio algunas células de Leydig inmaduras muestran inmunomarcaje aunque la

mayoría son negativas.
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Fig. 6. Expresión del RA en el testículo puberal

a) Tubo seminífero puberal revestido por espermatogonias basales y abundantes células de

Sertoli que delimitan una amplia luz. La mayoría de los núcleos de las células de Sertoli son

RA positivos, aunque otros sólo muestran vestigios o carecen de RA. Todas las células

mioides de la pared peritubular expresan el RA.

b) Dos secciones tubulares con diferenciación focal de espermátides elongadas. Todavía

persiste una desorganización de los núcleos de las células de Sertoli, los cuales contienen

abundante RA. Las células germinales carecen de RA. Las células mioides son RA

positivas. La mayoría de las células de Leydig peritubulares expresan RA.

c) Testículo puberal con espermatogénesis completa. La mayoría de los núcleos de las

células de Sertoli contienen un robusto marcaje del RA, lo que contrasta con el tenue

marcaje de las células mioides peritubulares adyacentes.
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Fig. 7. Expresión del RA en tubos seminíferos de testículo puberal

criptorquídico formado exclusivamente con patrón de solo Sertoli

a) Se observan tubos seminíferos de moderadas dimensiones, rodeados por una gruesa pared

peritubular, el tubo inferior muestra espermatogénesis incompleta con diferenciación focal

de espermatocitos de primer orden y espermátides inmaduras, otros tubos seminíferos solo

contienen espermatogonias basales asociadas a células de Sertoli. Las células de Sertoli

presentan un citoplasma bajo y denso y la expresión del RA en los núcleos está disminuida,

y en algunas células sólo quedan vestigios del receptor o la inmunotinción es negativa. En el

tubo superior la expresión del RA es aún menor, sobre todo en las áreas de patrón de solo

Sertoli y que carecen de espermatogonias. Las células mioides muestran trazas del RA y

también algunas células de Leydig son RA positivas.

b) Tubos con diferenciación postpuberal de pequeño tamaño, con desorganización de las

células de Sertoli, las cuales presentan variable inmunmarcaje del RA.  En el intersticio, la

mayoría de células de Leydig muestran evidente y visible inmunomarcaje nuclear del RA.

c) Tubos seminíferos con predominio de patrón de solo Sertoli, importante heterogeneidad

de intensidad de expresión del RA, si se compara con la intensa inmunotinción de las

células de Leydig adyacentes.
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Fig. 8. Expresión del RA en tubos seminíferos de testículo puberal

criptorquídico formado exclusivamente con patrón de solo Sertoli

a) Los núcleos de las células de Sertoli son pequeños, redondos y con nucleolo poco

evidente, estando la tinción del RA muy disminuida.

b) Tubos seminíferos disgenéticos, con células de Sertoli muy inmaduras que carecen de

RA, sólo las células de Sertoli más diferenciadas, con núcleo mayor y nucleolo evidente

presentan vestigios de inmunotinción.
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Fig. 9. Expresión del RA en tubos seminíferos de testículo puberal

criptorquídico formado exclusivamente con patrón de solo Sertoli

a) Se observan diferencias ostensibles entre la moderada tinción del RA en el tubo que ha

experimentado crecimiento postpuberal, con respecto a la ausencia de inmunomarcaje en los

tubos disgenéticos.

b) Testículo disgenético con tubos muy inmaduros constituidos exclusivamente con células

de Sertoli indiferenciadas RA negativas. Adyacentemente, se observa un tubo con

crecimiento postpuberal y diferenciación focal de espermatogonias basales y células de

Sertoli disgenéticas, aunque con mayor grado de diferenciación y evidente marcaje de

inmunorreceptor.

c) A la derecha de la imagen se observan tubos disgenéticos RA negativos. Además, en esta

área el intersticio es virtual y no se distinguen células de Leydig. En la vecindad, existe

parénquima testicular que ha experimentado la maduración puberal, evidenciándose un

mayor marcaje del RA en los núcleos de las células de Sertoli y en los nódulos intersticiales

de las células de Leydig.

d) Tubos criptorquídicos de tipo postpuberal con marcada atrofia del epitelio y cambios

disgenéticos en algunas células de Sertoli, las cuales presentan tenue inmunotinción del RA,

si se compara con el robusto marcaje intranuclear en las células de Sertoli más inmaduras.
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Fig. 10. Expresión del RA en piezas de orquiectomía procedentes de un

paciente diagnosticado de síndrome de AIS

a) Tubos seminíferos con un patrón de solo Sertoli de tipo infantil. La mayoría de los

núcleos de las células de Sertoli son RA positivas, aunque algunos núcleos son

rigurosamente negativos y otros sólo muestran vestigios del RA. El intersticio contiene

abundantes acúmulos de células de Leydig que no muestran inmunomarcaje del RA.

b) En el mismo testículo, se observan lobulillos constituidos por tubos seminíferos de

pequeño tamaño, con fina pared peritubular y en cuyo interior las células de Sertoli son de

tipo disgenético fetal, no evidenciándose expresión de RA o sólo mínimas trazas a nivel

nuclear. En el intersticio, las células de Leydig son escasas e inmaduras y algunos

fibroblastos presentan marcaje de RA.

c) Tubos seminíferos en diferente grado de maduración, en los que predominan las células

de Sertoli de núcleo redondo RA negativas. No obstante, algunas células de Sertoli

presentan moderado inmunomarcaje.

d) Fibrosis intersticial con abundantes acúmulos de células de Leydig RA negativas. Se

representa un tubo seminífero muy disgenético con escasa expresión del RA en las células

de Sertoli. En la vecindad, un conducto recto dilatado quísticamente y revestido por un

epitelio atrófico en el que predominan células RA negativas.
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Fig. 11. Biopsia testicular de un paciente diagnosticado de síndrome de AIS

a) Extensa hiperplasia de células de Leydig que muestran moderado citoplasma, núcleos

redondos y ausencia de expresión del RA. Los tubos seminíferos son muy inmaduros y

predominan células de Sertoli muy disgénéticas, de núcleo fusiforme y rigurosamente RA

negativas; Adyacentemente, se observan también células de sertoli de núcleo redondo con

citoplasma vesiculoso y vestigios de expresión del RA. la pared peritubular contiene células

mioides con abundante marcaje nuclear del RA.

b) Destaca una intensa expresión del AR en las células peritubulares y en la mayoría de las

células de Sertoli disgenéticas, si se compara con la ausencia de inmunomarcaje de la

mayoría de las células de Leydig hiperplásicas adyacentes.
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Fig. 12. Pieza de orquiectomía extirpada en un niño diagnosticado de

síndrome de AIS

a) La mayoría de los tubos seminíferos son inmaduros y están constituidos exclusivamente

por un patrón de solo Sertoli con núcleos redondos, siendo la inmunotinción mínima o

ausente. La pared peritubular es muy fina y está formada por una sola capa discontinua de

células mioides, alguna de las cuales muestra expresión del RA. Se observan células

intersticiales con variable inmunotinción del RA.

b) Sección oblicua de la porción inicial del conducto propio del epidídimo del caso anterior.

El epitelio de revestimiento es cúbico simple y destaca una intensísima expresión del RA en

la mayoría de los núcleos de las células epiteliales, si se compara con la mínima

inmunoexpresión en el intersticio periductal y en las células de Sertoli de la imagen anterior.
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Fig. 13. Pieza de orquiectomía extirpada en un paciente puberal con

síndrome de Klinefelter

a) Extensa hiperplasia de células de Leydig carentes de inmunotinción del RA. Estas células

se entremezclan con células fusiformes inmaduras de tipo fibroblástico y con moderado

inmunomarcaje. En el centro de la imagen, se observa un único tubo seminífero en cuyo

interior se visualizan escasas células de Sertoli disgenéticas con variable intensidad de

expresión del RA.

b) Extensa hiperplasia de células de Leydig que rodean a un tubo seminífero constituido

exclusivamente por células de Sertoli disgenéticas, de núcleos redondos o fusiformes y con

escasa expresión del RA.
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Fig. 14. Pieza de orquiectomía extirpada en un paciente adulto con síndrome

de Klinefelter

a) Secciones de tubos seminíferos de moderado diámetro y que han experimentado el

crecimiento postpuberal. La pared peritubular está ligeramente engrosada y en el interior se

observa un epitelio pseudoestratificado constituido exclusivamente por células de Sertoli

con núcleos disgenéticos que aún conservan una moderada inmunoexpresión del RA. No se

evidencia diferenciación de células germinales.

b) Detalle de un lobulillo del caso anterior formado por tubos seminíferos con un patrón de

solo Sertoli, con células disgenéticas dispuestas anárquicamente. Nótese la ausencia de

inmunotinción de RA en las células de Sertoli, si se compara con la robusta inmunotinción

en los níucleos de las células mioides peritubulares adyacentes y de los fibroblastos

intersticiales.

c) En el detalle, se observan abundantes células de Leydig. Sus núcleos son disgenéticos y

carecen de expresión del RA, lo cual es más evidente si se compara con el fuerte marcaje

del RA en los fibroblastos intersticiales adyacentes. En la vecindad, se observa un segmento

de un tubo seminífero con pared muy hialinizada, y células mioides con variable marcaje del

RA. Las céluas de Sertoli son muy disgenéticas y muestran todo un espectro de

inmunoexpresión del RA, desde núcleos moderadamente positivos hasta núcleos

rigurosamente negativos.
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DISCUSIÓN
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La regulación de la espermatogénesis está determinada por una integridad

morfofuncional de las células de Sertoli, que en el caso de los testículos de mamíferos está

constituida por uniones estrechas especializadas entre las células de Sertoli adyacentes, las

denominadas uniones Sertoli-Sertoli. Además, las células de Sertoli son unas células muy

polarizadas que sintetizan las moléculas constitutivas de la membrana basal, y se adhieren a

la misma por hemidesmosomas. Esta polarización del citoplasma de las células de Sertoli

determina movimientos selectivos de las moléculas e intercambios de moléculas entre la

pared peritubular, las propias células de Sertoli y las células de la línea germinal. De hecho,

las uniones específicas Sertoli-Sertoli condicionan la formación de la denominada barrera

hematotesticular, que es la barrera específica determinante del paso de macromoléculas y de

otros productos desde el compartimento basal de los tubos seminíferos (formado por las

espermatogonias y la porción subnuclear de las células de Sertoli) y el compartimento

adluminal, en el cual las células de Sertoli se relacionan con elementos celulares meióticos y

postmeióticos de la espermatogéneis, gracias al establecimiento de uniones específicas

Sertoli-espermátidas. Todos estos datos estructurales también favorecen una perfecta

sincronización entre la oferta de testosterona al tubo seminífero y la adecuada expresión del

RA en las células de Sertoli. En este sentido, se ha demostrado que la testosterona, actuando

a través del RA, regula la expresión de claudina III componente específico de las uniones

Sertoli-Sertoli; pero además, la alteración del RA incrementa la permeabilidad de la barrera

hematotesticular, lo que favorece el paso de moléculas indeseables a través de las uniones

Sertoli-Sertoli. Por todo ello, se sugiere que la acción de los andrógenos en las células de

Sertoli regula la diferenciación de las células germinales, controlando el microambiente de

los tubos seminíferos.188

En el presente estudio, se ha evaluado morfológica y densitométricamente la

expresión inmunohistoquímica del RA; de una parte, en hombres de edad avanzada con

respecto al grupo control, constituido por testículos de hombres jóvenes que fueron

autopsiados y que no tenían enfermedades primarias o secundarias de reconocida afectación

de la estructura y función testiculares; además, de otra parte, se ha evaluado la expresión del

RA en tres enfermedades congénitas en las que el testículo se encuentra muy dañado, como

son la criptorquidia, el síndrome de feminización testicular (síndrome de insensibilidad a los

andrógenos completo, CAIS, y la variante incompleta, IAIS) y, por último, en pacientes en

los que se efectuó el diagnóstico de síndrome de Klinefelter durante su consulta por
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infertilidad. En algunos casos particulares de síndrome de Klinefelter, estaba indicado

realizar una biopsia testicular para confirmar el diagnóstico, emitir un juicio pronóstico y

obtener gametos con el fin de efectuar técnicas de reproducción asistida, ya que consultaron

por infertilidad.

La intensidad de la inmunoexpresión del RA en los núcleos de las células de Sertoli de

los casos patológicos y del grupo control se determinó mediante el uso de un

microdensitómetro Leica, constituido por un programa morfométrico y digitalizando

directamente las imágenes histológicas. Con el fin de realizar mediciones aleatorias, se

eligieron campos microscópicos al azar de todos y cada uno de los casos estudiados, usando

preparaciones inmunohistoquímicas para la detección del epitopo del RA, el estudio

aleatorio se efectuó mediante una tabla de números aleatorios. La identificación de los

diferentes patrones histológicos tubulares se realizó por dos investigadores (E.-D. G. y J.

R.), emitiendo un diagnóstico secreto el cual fue después consensuado. Una vez establecido

el diagnóstico del patrón de asociación tubular o del patrón lesional, se procedió a la

identificación de todas las células de la imagen digitalizada con un objetivo de 20 aumentos.

Las medidas microdensitométricas del RA se realizaron en los tres canales RGB que

constituyen cada color. Todas las preparaciones en las que se realizó el estudio

inmunohistoquímico para la detección del RA se tiñeron además con la tinción nuclear de

Hematoxilina (núcleos de color azul), con el fin de identificar también los núcleos de las

células de Sertoli sin expresión de este receptor; por ello, lo primero que determinamos

fueron las posibles modificaciones que esta contratinción nuclear podría provocar en los

resultados cuantitativos del grado de inmunotinción del RA.

En el presente estudio, hemos considerado como tinción de fondo nuclear la tinción

azul que origina la hematoxilina, los datos del canal azul, obtenidos en la cuantificación

microdensitométrica de los núcleos de las espermatogonias basales, los cuales

rigurosamente carecen de expresión del RA, tanto cuando se emplean métodos

inmunohistoquímicos, como cuando se emplean métodos bioquímicos y de biología

molecular. Hubiera sido posible considerar como control del canal azul las propias células

de Sertoli dispuestas en relación con aquellos estadios madurativos de la espermatogénesis

que carecen de RA,319 pero es posible que vestigios de inmunotinción, imperceptibles para

el poder discriminatorio del ojo humano, pudieran sesgar los datos microdensitométricos de
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control negativo de inmunotincion. Por ello, una vez conocido este valor basal, se ha

cuantificado la expresión del RA (canal azul) de los núcleos de las células de Sertoli

localizadas en seis estadios madurativos correspondientes a las seis asociaciones de las

células de la línea germinal humana,49 pero también los valores del RA en las células de

Sertoli en aquellas áreas de atrofia del epitelio seminífero (grupo 5), caracterizadas por la

presencia de espacios vacíos en el epitelio tubular, consecuencia de la pérdida patológica de

células germinales meióticas y postmeióticas. Estas asociaciones están integradas dentro de

los mecanismos de regulación paracrina testicular, ya que no se dispone al azar, antes bien

se relaciona con peculiaridades morfológicas y funcionales de las células de Leydig del

hombre normal,241 estas células se disponen en íntima vecindad de la capa externa de la

pared peritubular -por ello, se denominan células de leydig peritubulares, distintas de las

células de leydig intersticiales-, en donde se encuentran también células mioides que

expresan RA y, a diferencia de las células de Sertoli, siempre de forma e intensidad

constantes.

En aquellos tubos seminíferos normales que conservan una espermatogénesis

completa, la mayoría de las células de Sertoli presentan intensa expresión nuclear del RA,

aunque su intensidad es variable de unas células a otras, dependiendo, en parte, del estadio

madurativo de la espermatogénesis; sin embargo, todas las células de la línea germinal,

incluidas las espermatogonias basales, carecen rigurosamente de expresión

inmunohistoquímica del RA. Estos datos permiten confirmar que la regulación de la

espermatogénesis en el testículo humano normal, al igual que lo que ocurre en roedores y en

primates no humanos, la formación de los diferentes estadios madurativos tubulares es un

proceso que depende de la acción de los andrógenos sobre las células de Sertoli.335

El presente estudio de inmunorreactividad del RA en el testículo humano normal,

utilizando un anticuerpo monoclonal anti-RA comercializado, confirma además el estudio

previamente publicado en el mismo laboratorio, usando un anticuerpo policlonal anti-RA no

comercializado, lo cual confirma que la inmunorreactividad del RA es moderadamente

menor en el área donde se localiza la asociación de espermatocitos de primer orden y

espermátides inmaduras, estadio madurativo en el que los procesos de mitosis y de meiosis

de las células germinales han concluido. Estos datos acerca de la regulación de los procesos

del ciclo celular en relación con la expresión del RA en humanos son sugerentes y aún no
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han sido, en nuestro conocimiento, explorados en el testículo humano. En este sentido, no

obstante, la relación del RA con el ciclo celular sí se ha investigado en las células de Sertoli

prepuberales de la rata; en concreto, la inmunoexpresión intranuclear de ciclina D2 aparece

claramente en el día 10º postnatal y persiste hasta el día 35º, para desaparecer en las ratas

adultas. Estudios de microscopía confocal demuestran la co-expresión del RA y de ciclina

D2 dentro del mismo tubo seminífero. En ratones, la destrucción selectiva del RA en las

células de Sertoli determina alteraciones de la inmunoexpresión de cliclina D2. Estos

estudios demuestran que no existe un papel específico en el ciclo celular de la ciclina D2 en

las células de Sertoli maduras que se localizan específicamente en aquellos estadios

madurativos de la espermatogénesis del ratón; los cuales son regulados selectivamente por

la acción de los andrógenos y por la expresión del RA.335

En relación con la espermatogénesis conservada (testículos del grupo control de

hombres adultos normales), no se han encontrado diferencias en la intensidad de tinción del

RA de las células de Sertoli, cuando se comparaban aquellas áreas del tubo seminífero con

diferenciación de una espermatogénesis completa (grupo 4) -en las que se veían abundantes

espermátides elongadas- con aquellos otros segmentos del tubo seminífero normal en los

que el estadio madurativo sólo alcanzaba hasta la diferenciación de espermátides redondas

o, incluso, hasta la diferenciación de espermatocitos de 1er orden.

Con el fin de corroborar nuestros hallazgos morfológico-descriptivos y de obtener una

mayor objetividad de los resultados, se procedió a realizar estudios microdensitométricos

estáticos del RA. Para ello, la cuantificación de la intensidad del color marrón en los núcleos

de las células de Sertoli -color resultane del revelado de la inmunotinción con

diaminobencidina del método de Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) y de cuya mezcla

surgen las diferentes gamas de colores marrón-pardos- se valoró en los canales rojo y verde

del espectro de color RGB de la imagen digitalizada. Los datos cuantitativos de la densidad

óptica integrada (DOI), representados gráficamente en el presente estudio mediante el

número inverso de la DOI, demuestran que la intensidad de expresión del RA de los núcleos

de las células de Sertoli no varía en los diferentes estadios madurativos de la

espermatogénesis normal, incluso en aquellos segmentos del tubo seminífero en los que el

estado del ciclo celular aún se encuentra en la fase de divisiones mitóticas (señalados en el

gráfico como el estado madurativo constituido exclusivamente por espermatogonias y
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células de Sertoli) previas a los procesos de formación de espermatocitos de 1er orden, y de

procesos meióticos y postmeióticos. Estos datos numéricos ponen de manifiesto la

subjetividad de la cuantificación de la intensidad del color cuando se realiza por simple

estudio visual de la preparación, tal como incluso nos ha ocurrido durante la evaluación de

nuestro material. Además, curiosamente, sí se encontró una ligera mayor expresión del RA

en las células de Sertoli en aquellas áreas del tubo seminífero en las que las únicas células

germinales presentes eran espermatogonias basales. Aunque es especulativo, pudiera

sugerirse que existe un exceso de expresión del RA, lo cual es necesario para activar todos

los procesos de señalización y regulación hormonal que intervienen en al mitosis y antes o

durante el inicio de la primera división meiótica.

En los segmentos del tubo seminífero atrófico, contrariamente a lo que ocurre cuando

la espermatogénesis está coservada, la proporción entre estos dos canales rojo y verde de la

intensidad de la expresión nuclear del RA en las células de Sertoli está disminuida; aunque

aparentemente no existen cambios relevantes de la expresión intranuclear del RA en las

células de Sertoli. En este sentido, cabe precisar que estas áreas se asocian con la formación

de espacios vacíos (“las denominadas vacuolas de los tubos seminíferos”), dispuestas en la

porción adluminal del epitelio, consecuencia de la pérdida de células espermatogénicas.

Se sabe que las gonadotropinas tienen como acción principal mantener la función de

las células somáticas testiculares; de hecho, son los andrógenos, y primariamente la

testosterona, quienes actúan sobre las células somáticas para regular la diferenciación de las

células germinales. El mantenimiento de la espermatogénesis por la testosterona se realiza

por la acción directa de la FSH y la LH que, a su vez, regulan la actividad de las células

somáticas del testículo. La LH controla la producción de testosterona por las células de

Leydig; mientras que la FSH actúa de forma indirecta a través de las células de Sertoli, dado

que las células germinales carecen de receptores para esta hormona, por lo que influye

indirectamente en la espermatogénesis.297 La activación de receptores esteroideos

específicos, por medio de la traslocación reversible del complejo esteroide-receptor

esteroideo hacia el núcleo, sitio donde se une al DNA, provoca o inhibe la transcripción de

determinados genes imprescindibles en la regulación funcional del testículo. Estudios

recientes de destrucción de la función del RA han demostrado que es un requisito

imprescindible la participación de los andrógenos y del RA en los procesos de señalización
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que regulan la espermatogénesis.118

Está establecido que la activación funcional del RA en la células de Sertoli depende de

los niveles intratesticulares de testosterona y de dihidrotestosterona.312 Las células de Sertoli

del testículo adulto, además de contener receptores nucleares para los andrógenos, también

contienen en el núcleo receptores de estrógenos tipo Beta.312

Pero además, los mecanismos de señalización de las células de Sertoli normales

dependen de la regulación del RA mediada por las hormonas esteroideas, manteniendo la

normal estructura y función de la células de Sertoli. En este sentido, los andrógenos, a través

de la regulacion de los RA, determinan la normal constitución en las células de Sertoli de su

citoesqueleto rico en filamentos intermedios de vimentina y filamentos finos de actina,

además de retículo endoplásmico liso, un número variable de mitocondrias y la presencia de

lisosomas primarios y secundarios. Sin embargo, en la patología congénita testicular,

incluida la criptorquidia, las células de Sertoli cambian el perfil inmunohistoquímico

normal, incrementando los filamentos de vimentina y sobretodo de queratinas de bajo peso

molecular y aumentando el número de lisosomas secundarios y de cuerpos residuales.

Y estas consideraciones acerca de la regulación autocrina del RA sobre las células de

Sertoli, recientemente han sido corroboradas mediante estudios experimentales; en los que

el diseño de un modelo de ratón “knock-out” de RA específico de las células de Sertoli ha

permitido ver que la expresión de vimentina en las células de Sertoli está significativamente

incrementada, y la laminina está disminuida; lo que sugiere una relación íntima de los

defectos del citoesqueleto de las células de Sertoli con las alteraciones de los mecanismos

de unión de las propias células de Sertoli a la lámina basal. De otra parte, cuando existe

defecto de la expresión del RA, se produce una alteración de la síntesis de claudina y

ocluidina, que son dos moléculas que sellan las carillas laterales de las células de Sertoli y

que están relacionadas con las uniones Sertoli-Sertoli; la disminución de estas moléculas de

comunicación celular en estos ratones “knock-out” conducen a una alteración de la

integridad de la barrera hematotesticular. En esos ratones con defectos del RA, también

existe disminución de la transferrina, una molécula indicadora de la función normal de las

células de Sertoli; por ello, en estos ratones con alteración del gen del RA se producen

defectos funcionales importantes de las células de Sertoli en la producción y secreción de
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proteasas, proteínas de transporte, y factores paracrinos, que conducen a alteraciones en la

maduración y normal función de las células germinales.368

Los resultados previamente descritos en estos modelos experimentales confirman,

además, la teoría bien establecida de que los andrógenos participan en mecanismos de

regulación no genómica en numerosas células somáticas. Se sabe que en muchas de estas

células somáticas, se producen señales de transducción determinadas por los andrógenos

que actúan sobre otros receptores de superficie celular, los cuales regulan una gran variedad

de funciones celulares.366 Además de esta vía alternativa de señalización mediada por

andrógenos, los andrógenos pueden actuar por una vía clásica de estimulación del RA.366 De

hecho, varios mensajeros secundarios pueden ser activados por los andrógenos.366 Cada uno

de estos segundos mensajeros es capaz de activar múltiples quinasas (cascada MAP

quinasa).366 Esta serie de reacciones quinasa son capaces de alterar la actividad de

determinados factores de trascripción que están implicados directamente en la regulación de

la expresión génica.366

El estudio de los testículos criptorquídicos en humanos constituye un excelente

modelo experimental natural para el estudio de las alteraciones de la células de Sertoli. De

hecho, en algunos casos de testículos criptorquídicos extirpados en la infancia y de otros

extirpados en la pubertad, se pueden ver en múltiples tubos seminíferos incursiones

granulares eosinófilas en el interior del citoplasma de las células de Sertoli, las cuales son

positivas para marcadores lisosomales, incluidos alfa-1-antitripsina y CD 68. Estos cambios

granulares de las células de Sertoli, se producen por una acumulación anormal de gran

cantidad de lisosomas secundarios; además, estas células presentan alteraciones del

citoesqueleto con disminución de filamentos de vicentina, y no muestran

inmunorreactividad con anticuerpos anti-inhibina, lo que sugiere que estas células de Sertoli

granulares presentan importantes alteraciones funcionales. Es muy probable que estas

alteraciones lisosómicas determinen una disfunción irreversible de la actividad fagocítica

realizada por la célula de Sertoli normal. Por ello, es asimismo verosímil especular que estas

lesiones constituyen una anomalía primaria e irreversible de la célula de Sertoli que puede

contribuir, entre otros varios factores, al desarrollo de infertilidad en los pacientes

criptorquídicos.219

Es interesante destacar que el mantenimiento de una buena espermatogénesis depende
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muy directamente de complejos entramados de regulación estructural y funcional de las

células de Sertoli, pero también la espermatogenesis, y en íntima relación con las células de

Sertoli, depende de la regulación de las hormonas esteroideas. En concreto, para mantener

una espermatogénesis correcta se necesitan altos niveles de testosterona intratesticular

secretada por las células de Leydig, y esta testosterona es ofertada a los túbulos seminíferos

uniéndose a la proteína transportadora de andrógenos (ABP). De este modo, la testosterona

penetra en las células de Sertoli y se une a los receptores nucleares específicos del RA -un

miembro de la superfamilia de receptores nucleares-,266 activando la síntesis y secreción de

proteínas y otros factores de crecimiento que regulan la espermatogénesis, facilitando la

meiosis e inhibiendo la apoptosis de las células germinales.69

La concentración de testosterona intratesticular en hombres normales es mucho más

alta que la concentración de testosterona en el suero, llegando a ser 10 veces mayor.

Desgraciadamente, existen muy escasos estudios que aborden la concentración de

andrógenos en el fluido testicular del testículo humano normal, y también son de difícil

diseño los estudios que pretenden relacionar la concentración intratesticular de andrógenos

con la espermatogénesis en el hombre normal. En hombres, se ha demostrado que existe un

gradiente entre la concentración de testosterona en el suero y dentro del testículo, aunque la

concentración de testosterona intratesticular puede ser incluso 100 veces mas alta que los

niveles de testosterona sérica en hombres normales. Sin embargo, se ha demostrado que los

niveles de 5-alfadihidrotestosterona intratesticular sólo representan el 2% de toda la

testosterona, a pesar de la gran afinidad por el RA. En este sentido, la cuantificación de la

dihidrotestosterona intratesticular no parece ser un marcador significativo en el hombre

normal. Con todo, está claro que es necesario que se produzca una adecuada síntesis de

testosterona dentro del testículo normal, con el fin de mantener o restaurar cuantitativamente

una espermatogénesis normal.139

Con el incremento de la edad de los pacientes adultos es frecuente observar patología

obstructiva en la biopsia testicular, como consecuencia de obstrucciones de la vía

espermática, la cual muy frecuentemente es secundaria a la patología hiperplásica o

neoplásica prostática. En el presente estudio, hemos encontrado una importante

descamación del epitelio tubular, asociado a intensa atrofia de las células germinales en los

casos de edad avanzada. Sin embargo, estos aparentemente son independientes de la



Discusión    79

actividad morfológica del RA, ya que la mayoría de los núcleos de las células de Sertoli

presentan una robusta inmunotinción para el RA, o los cambios en la intensidad del marcaje

no son tan manifiestos como el grado de atrofia del epitelio seminífero. Incluso en las áreas

con importante atrofia del epitelio germinal, en donde predomina un patrón de solo Sertoli -

asociado con importantes seudovacuolas de atrofia epitelial-, curiosamente persiste un

evidente marcaje del RA.

Estos datos morfológicos también están en consonancia con la experiencia del gurpo

de investigación donde se ha desarrollado la presente Tesis, puesto que también en pacientes

jóvenes que consultan por azoospermia u oligoazoospermia grave pueden observarse signos

obstructivos en la biopsia testicular, caracterizados por un incremento significativo del

número de espermátidas de tipo adulto, con respecto al número de espermátidas inmaduras

(espermátidas redondas), patrón completamente opuesto al característico del hombre adulto

normal, en que la biopsia testicular demuestra un menor número de espermátidas maduras

que de espermátidas redondas. Estas lesiones obstructivas en el hombre joven no sólo se ven

en las azoospermias idiopáticas, sino que suelen ser un dato de frecuente observación en

aquellos pacientes vasectomizados que evolucionan con granulomas espermáticos en el

extremo proximal de la sección del conducto deferente ipsilateral. Estos granulomas pueden

producir un exceso de reabsorción del fluido testicular y epididimario, además de

incremento notorio de la reabsorción de lípidos provenientes de la destrucción de

espermatozoides, lo que origina una microvacuolización del citoplasma de las células del

epidídimo.208

Se ha evaluado la inmunolocalización del RA en una serie de testículos de hombres

azoospérmicos, observándose un mayor número e intensidad de inmunomarcaje del RA en

las células de Sertoli de los casos que presentaban un patrón de solo Sertoli, con respecto a

aquellos casos diagnosticados de parada de la espermatogenesis, y también con respecto al

encontrado en el testículo de hombres normales (grupo control).168 Dado que la acción

última de los andrógenos está mediada por el RA, es posible que diferencias en la

sensibilidad a los andrógenos puedan contribuir a la variabilidad de los niveles de

testosterona sérica, y en definitiva a la retrorregulación negativa de la testosterona.356 El

presente estudio cuantitativo del RA en relación con las diferentes fases del ciclo del

epitelio seminífero normal, cuando se valoró la DOI de los canales rojo y verde, no
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demostró cambios significativos; tampoco se encontraron valores distintos de esta densidad

en relación con los diferentes grados de hipoespermatogénesis; dicho de otro modo, el

comportamiento inmunohistoquímico de la expresión del RA no presentaba variaciones en

las áreas de atrofia tubular, frecuentemente observadas en pacientes ancianos. Además, se

ha encontrado un comportamiento idéntico de los canales rojo y verde en relación con el

ciclo celular normal del epitelio seminífero y, así mismo, el mismo comportamiento en las

áreas atróficas de vacuolización del epitelio seminífero.

Los datos obtenidos en nuestro estudio, acerca de los relativamente pocos cambios de

la expresión del RA en pacientes ancianos, pueden estar en consonancia con el hecho de que

en el hombre viejo suele ser bastante constante el mantenimiento de niveles séricos

normales de testosterona, pero en estas personas ancianas existe frecuentemente un

incremento de LH;109 con todo, los niveles séricos de testosterona disminuyen

progresivamente a medida que avanza la edad, aunque los niveles encontrados pueden variar

notoriamente de unos individuos a otros.356 La circulación de andrógenos bioactivos en

hombres mayores de 50 años con síntomas de andropausia se asocian con niveles séricos de

testosterona relativamente disminuidos;250 pero aún es prematuro precisar si estos cambios

dependen de la diferente bioactividad o de la modulación selectiva del RA.250 Pero además,

es importante destacar que la resistencia a los andrógenos puede ser la causa del 40% de la

infertilidad masculina idiopática debida a azoospermia o a oligospermia grave, sobre todo

en aquellos casos en los que no existe una alteración del eje hipofisiario testicular; por lo

que serán necesarios nuevos estudios del RA de andrógenos en biopsias testiculares de

pacientes jóvenes que  consultan por subfertilidad o por infertilidad.

Los estudios moleculares del RA en pacientes que están entrando en el climaterio

masculino son escasos, con datos poco contrastados y a veces bastante contradictorios. En la

andropausia, sólo algunos cambios relacionados con la edad pueden asociarse con la

longitud de las zonas repetidas de CAG, lo que sugiere que este parámetro puede representar

un papel en la diferente regulación de las acciones de los andrógenos en el hombre viejo.109

En concreto, el número de repeticiones de CAG se incrementa a medida que avanza la edad,

y este incremento se correlaciona con las alteraciones patológicas que pueden padecer los

pacientes, incluidos depresión, ansiedad, deterioro del estado general, disminución de la

comunicación y, por último, fallecimiento del paciente.109 Sin embargo, hasta el momento



Discusión    81

presente no se ha encontrado una asociación significativa entre la longitud de la repetición

CAG del RA y los niveles de testosterona total y libre; tampoco se ha encontrado relación

con los niveles de LH ni con el denominado índice de AIS, que viene determinado por la

multiplicación de los niveles de testosterona y los de LH.356 Todos estos hallazgos permiten

sugerir que el polimorfismo de la repetición CAG en el gen del RA en hombres ancianos

sanos no desempeña un sustancial e importante papel en la variabilidad interindividual de

los niveles de testosterona sérica, ni en las determinaciones de recambio del mineral óseo.356

En la actualidad, aún persisten dudas acerca de la implicación de las alteraciones del

gen del RA en la hipoespermatogéneis presente en hombres normales de edad avanzada; por

ello, se ha investigado el tamaño de las repeticiones del trinucleótido CAG presente en el

exón I del RA. En este sentido, no se han obtenido diferencias significativas entre los

pacientes ancianos con espermatogénesis conservada y aquellos que tienen

hipoespermatogénesis o diferentes grados de parada de la maduración de la

espermatogenesis. En consecuencia, se puede concluir que las alteraciones de la

espermatogénesis con la edad en ancianos no se correlacionan con la longitud de las

repeticiones CAG del gen del RA; dicho de otro modo, las repeticiones de este gen, en sí

mismas, no parecen constituir un factor de riesgo para las alteraciones de la

espermatogénesis en pacientes ancianos.59

En el testículo criptorquídico humano, se ha realizado un estudio preliminar no

cuantitativo centrado en las alteraciones inmunohistoquímicas de la expresión del RA, en

relación con el estado madurativo de los tubos seminíferos. Se han considerado tres patrones

específicos de tubos seminíferos en pacientes con testículos criptorquídicos después de la

pubertad: 1) tubos seminíferos con diferenciación focal de células germinales, pero sin

alcanzar una espermatogénesis completa; 2) tubos compuestos exclusivamente de solo

Sertoli, en los que predominaban las células de Sertoli maduras, aunque presentaban algunas

células de apariencia inmadura (células de Sertoli de tipo infantil) y otras con cambios

disgenéticos; y 3) tubos seminíferos de muy pequeñas dimensiones, de contornos irregulares

y compuestos exclusivamente de células de Sertoli disgenéticas.255 La mayoría de tubos

seminíferos que han experimentado crecimiento postpuberal mostraban una robusta o

moderada intensidad del RA. Contrariamente, los tubos con células de Sertoli inmaduras o

disgenéticas no se marcaban con el anticuerpo anti-RA. Estos resultados sugieren que existe
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una correlación directa entre la disminución de la expresión de RA y la gravedad de las

lesiones disgenéticas en la criptorquidia.255

Dado que estas lesiones disgenéticas del testículo criptorquídico muy probablemente

se produzcan antes del nacimiento, resulta necesario evaluar si en estos cambios también

pudieran estar implicadas aleraciones de la expresión del RA antes del nacimiento. El

primer problema que se presenta es el escasísimo número de publicaciones y la poca

experiencia en el estudio pormenorizado de la expresión del RA en el testículo fetal humano

normal. En nuestro conocimiento, sólo se ha realizado un estudio del RA en 5 fetos

humanos, comprendidos entre la 7ª y 22ª semanas de gestación. Ya desde la 7ª semana de

gestación, el RA está presente en las células germinales indiferenciadas, en las células

mioides peritubulares y en algunas células de Leydig y del tejido mesenquimal intersticial.

A medida que avanza la gestación, el número de células mioides peritubulares positivas al

RA permanece constante hasta la 22ª semana de gestación; pero el número de células

estromales del intersticio positivas al RA incrementa notoriamente en la segunda fase de la

gestación. En la especie humana, es crucial para el desarrollo gonadal la presencia de una

hiperplasia fisiológica de células de Leydig durante la 14-18 semanas de gestación.204 Sin

embargo, en el testículo fetal humano, el RA y la proteína Bcl-2 (una proteína

antiapoptótica) progresivamente quedan restringidos a las células mioides peritubulares a

medida que avanza la gestación.204

Se sabe que, a partir de la 12ª semana de gestación, se ha inmunodetectado un receptor

de estrógenos alfa en la región perinuclear de las células de Leydig, siendo su mayor

intensidad en la 16ª semana, para disminuir progresivamente hasta la 22ª semana. Por el

contrario, el receptor de estrógenos beta ha sido observado en las células gonadales

indiferenciadas en la 7ª semana de gestación, siendo aún mucho más aparente en las células

germinales y en las células de Leydig a partir de la 12ª semana de gestación. Estos hallazgos

están en consonancia con el bien establecido papel de los andrógenos en los mecanismos de

señalización de la diferenciación sexual y de la espermatogénesis en el testículo humano

fetal; sin embargo, aún se desconoce con exactitud el papel que representan los estrógenos

en el desarrollo del testículo y del epidídimo humanos.296

En nuestro laboratorio, aún son muy preliminares los datos obtenidos del marcaje del

RA en el testículo fetal; sin embargo, dado que las biopsias de los testículos criptorquídicos
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deben realizarse durante la infancia temprana, es necesario disponer de un patrón normal de

posibles cambios de expresión del RA en las diferentes fases del desarrollo testicular

postnatal, durante la infancia, el crecimiento testicular prepuberal y el inicio de la pubertad.

Aunque aún los datos son preliminares, sí hemos podido estudiar e incluir en el presente

estudio la evaluación de la expresión del RA en el testículo infantil normal (obtenido

durante la autopsia de niños fallecidos por causas que no conllevan alteraciones testiculares

ni endocrinológicas). Durante la infancia temprana, la mayoría de las células de Sertoli están

desordenadas en el tubo seminífero, pero presentan una moderada o intensa

inmunoexpresión del RA; contrariamente, las células germinales carecen de inmunomarcaje.

Las células mioides peritubulares y los fibroblastos intersticiales sólo muestran trazas de

inmunotinción. A los tres-cuatro años de edad, existe una mejor organización de los tubos

seminíferos; sin embargo, puede resultar paradójico que la mayoría de los núcleos de las

células de Sertoli sean negativos o sólo muestren vestigios del RA, siendo excepcionales los

núcleos que presentan mayor inmunomarcaje. Las espermatogonias basales son

rigurosamente negativas y la mayoría de las células intersticiales no muestran

inmunotinción. Sin embargo, esta ausencia de inmunotinción para el RA está en

consonancia con el periodo de quiescencia morfo-funcional en el que se encuantra el

testículo en los niños de cuatro años de edad. Contrariamente, en esta edad, el RA está

constantemente inmunolocalizado y con intensa expresión del RA de los núcleos de las

células principales del conducto epididimario y en otros órganos genitales y extragenitales,

en los cuales cumple su función de masculinización del niño para preparar todas las células

dependientes de hormonas del organismo para adaptarse y experimentar la pubertdad.

Durante la pubertad, las células de Sertoli normales experimentan cambios

morfológicos dramáticos con maduración de las células de Sertoli infantiles (aún inmaduras

presentes en el testículo de los niños menores de 6-8 años) y su transformación como células

de Sertoli, primero de tipo prepuberal-puberal y luego de tipo adulto, con completa

actividad funcional y que expresan abundantes filamentos intermedios de vimentina. La

maduración de las células de Sertoli, se acompaña por una disminución de su actividad

mitótica antes incluso de que se diferencien las ondas de espermatogénesis durante el

período prepuberal y puberal. Estos cambios son paralelos a las pérdidas de los marcadores

inmunohistoquímicos propios de las células de Sertoli infantiles, la cuales pueden conservar

trazas de filamentos de queratina, que son vestigios de las queratinas de bajo peso molecular



Discusión    84

siempre presentes en las células de Sertoli de tipo fetal. En nuestro estudio, hemos

observado que en las muestras testiculares procedentes de niños de edades comprendidas

entre cuatro y seis u ocho años, la expresión del RA en las células de Sertoli es muy

variable: predominan las células negativas, aunque existen algunas células -si bien muy

escasas- que presentan un robusto inmunomarcaje nuclear; además, en las áreas adyacentes

sólo algunas células intersticiales y peritubulares expresan trazas del RA. Pero a medida que

avanza el desarrollo prepuberal, hecho que ocurre en edades muy variables comprendidas

entre nueve y once o doce años, se evidencia un aumento del diámetro medio de los tubos

seminíferos, y la diferenciación de espermatocitos de primer orden. En esta áreas con inicio

de la espermatogénesis, las células de Sertoli dispuestas en su íntima vecindad presentan

una intensa tinción intranuclear del RA; y estos cambios de actividad del RA no son

exclusivos de la células de Sertoli prepuberales, sino que también  ocurren en las células

mioides (con constante y evidente inmunomarcaje del RA); asimismo ocurren, incluso, en el

intersticio testicular, en el que si bien aún persisten algunas células de Leydig inmaduras

con inmunomarcaje negativo, aparecen algunas células de Leydig poligonales con signos de

maduración puberal, algunas de las cuales pueden ser positivas al RA. Con todo, al igual

que ocurre en el testículo adulto normal, la mayoría de las células de Leydig normales de

tipo adulto paradójicamente no presentan inmunoexpresión del RA. En definitiva, en el

testículo puberal cuando ya se alcanza una espermatogénesis completa, prácticamente igual

a la propia del testículo adulto del hombre normal, la mayoría de los núcleos de las células

de Sertoli contienen un robusto marcaje del RA, lo que contrasta con el tenue marcaje de las

células mioides peritubulares adyacentes.

En relación con las alteraciones del tracto genital masculino en pacientes que

consultan por subfertilidad o por infertilidad de causa congénita, se sabe que los andrógenos

desempeñan un papel crucial en el desarrollo del tracto reproductor masculino, y por ello,

defectos en el RA pueden determinar un desarrollo sexual masculino anormal, lo que muy

probablemente determinaría un alto potencial de infertilidad. En este sentido, se ha

encontrado que los niveles circulantes de testosterona son significativamente inferiores en el

20-30% de los varones infértiles, con respecto a los hombres normales; sin embargo, la

administración terapéutica de testosterona o de gonadotropina en estos pacientes no siempre

mejora la producción de espermatozoides; asimismo, el abuso de la administración de

esteroides anabolizantes frecuentemente causan infertilidad del varón.167 Está demostrado
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completamente que el CAIS está causado por una mutación en el gen del RA, la cual se

asocia a anomalías del desarrollo testicular y a un incremento del riesgo de neoplasias

malignas de células germinales en el testículo;104 sin embargo, estos cambios malignos son

muy bajos en los niños prepuberales o durante la pubertad.104 De otra parte, se ha

demostrado que el parénquima testicular que rodea a los tumores malignos de células

germinales, en algunos caso no muy evolucionados, presenta importantes lesiones

testiculares, las cuales son primarias e irreversibles. Dentro de este espectro de lesiones

caben destacar: hiperplasia focal y a veces difusa de células de Leydig, microlitiasis,

angiopatías e hiperplasia adenomatosa de la rete testis. Además, se han encontrado cambios

muy importantes de las células de Sertoli, incluidos la presencia de nódulos de células de

Sertoli, células de Sertoli con cambios disgenéticos e involutivos, tubos con un patrón de

solo Sertoli, diferentes grados de hialinosis peritubular y esclerosis tubular, y lesiones del

compartimento adluminal de los tubos seminíferos. El presente estudio sugiere que las

células de Sertoli anormales desempeñan un papel muy importante en la creación de un

microambiente que facilita el desarrollo y la activación del carcinoma in situ, y

posteriormente de los tumores germinales infiltrantes. Por todo ello, es posible especular

que en estos pacientes con tumores testiculares de células germinales, las células de Sertoli

ya desde la vida fetal o durante la infancia presentan una diferenciación anormal que

pudiera estar causada por anomalías genéticas o por agentes ambientales aún no bien

conocidos. Esta diferenciación anormal de las células de Sertoli puede causar no sólo fallo

primario de la espermatogénesis y parada de la maduración de la espermatogénesis en

diferentes estadios celulares, sino también puede contribuir, en parte, a fallos primarios que

impidan o dificulten la diferenciación de los gonocitos en espermatogonias. Estos gonocitos

anómalos podrían ser células germinales disgenéticas, que posteriormente se transformarían

en células de carcinoma in situ testicular.209

Los datos anteriomente descritos en humanos, acerca de la naturaleza primaria de las

lesiones disgenéticas encontradas en los pacientes subfértliles (algunos portadores además

de tumores de células germinales), están -en parte- en consonancia con experimentos

recientes en testículos de ratón, en los que se ha podido identificar y localizar una proteína

específica que interactúa con el RA; dado que esta proteína pertenece a una familia de

proteínas relacionadas con la remodelación de la cromatina, con funciones reparadoras del

DNA y con procesos de recombinaciones homólogas.70 Esta proteína ha sido detectada
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inmunohistoquímicamente en el núcleo de la célula de Sertoli normal desde las primeras

fases del desarrollo postnatal; así mismo, se ha inmunolocalizado en todas las células del

ciclo espermatogénico. Además, en aquellos ratones hipogonadales, esta proteína está

significativamente disminuida en las células de Sertoli y en las células germinales. Esta

alteración no mejora cuando se administra testosterona o FSH. Estos datos sugieren que esta

proteína es un co-regulador del RA de las células de Sertoli in vivo.70 En la última década,

se han creado ratones “knock-out” específicos para el RA en las células de Sertoli.359 En

definitiva, estos resultados permiten sugerir que el RA funciona como un factor de

transcripción dependiente del ligando que regula la expresión de una gran variedad de genes

diana, que son muy importantes en el desarrollo de la pubertad y de la fertilidad del varón.55

Las acciones de los andrógenos están mediadas por el RA que en el testículo humano se

expresa en las células de Sertoli, en las células de Leydig y en las células peritubulares.364

Es más, se han realizado modelos experimentales de creación de ratones “knock-out”

con RA completo, y de otros “knock-out” con RA selectivo de células de Sertoli que

permiten estudiar los mecanismos de regulación del RA en las células de Sertoli. De este

modo, se ha encontrado que el efecto de los andrógenos sobre los mecanismos de

proliferación de las células de Sertoli y, por ello, sobre su número total, no están mediados

por una vía directa de estimulación del RA. En los ratones “knock-out” para el RA

completo, se observa una drástica disminución de varias moléculas de las células de Sertoli,

incluidas la proteína transportadora de ácidos grasos, el factor de crecimiento plaquetario y

la transferrina; contrariamente, se incrementa la actividad del receptor de FSH y los niveles

de AMH. Todos estos datos permiten concluir que no se requiere la acción de los

andrógenos en relación con los diferentes cambios proliferativos y madurativos

dependientes de la inmunoexpresión en las células de Sertoli de marcadores tales como

AMH, p27 y glicoproteínas sulfatadas-2; pero en contraposición, sí es esencial la expresión

de otros genes de las células de Sertoli que regulan el desarrollo de los procesos meióticos y

postmeióticos de las células germinales.333

Estos datos de laboratorio corroboran una vez más que la espermatogénesis está

regulada en roedores (y también en primates, incluido el hombre) por complejos

mecanismos paracrinos, en los que son cruciales también los niveles intratesticulares y

circulantes de andrógenos -la dihidrotestosterona y la testosterona, respectivamente. En
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concreto, en la rata, una espermatogénesis cuantitativamente normal es posible sólo cuando

los niveles de testosterona intratesticular son significativamente mayores que la

concentración de testosterona en sangre periférica. Cuando la concentración de testosterona

intratesticular falla, se produce una pérdida de células germinales, sobre todo en aquellos

estadios de la espermatogénesis que dependen de los andrógenos; en estos casos, la

administración de testosterona revierte la pérdida de células germinales dado que la

testosterona estimula la actividad funcional del RA en las células de Sertoli. En la

actualidad, se sabe que la concentración de testosterona intratesticular puede regular la

proliferación y la muerte celular, siendo estos efectos dependientes de la localización del

RA y del mRNA para el RA en las células de Sertoli, cuyas concentraciones varían en

aquellos estadios madurativos de la espermatogénesis que son sensibles a la acción de los

andrógenos. Esto es, son las células de Sertoli localizadas en los estadios VII-VIII del

epitelio seminífero de la rata los que normalmente contienen un intenso marcaje del RA. El

tratamiento con cápsulas de testosterona y estrógenos produce ausencia de la inmunotinción

del RA en los núcleos de las células de Sertoli; sin embargo, cuando se restauran los niveles

normales de testosterona aparece de nuevo la expresión del RA en las células de Sertoli. La

pérdida de la inmunolocalización nuclear del RA en las células de Sertoli se correlaciona

con el incremento del número de células germinales en apoptosis.113

La degeneración de espermatocitos primarios por apoptosis ocurre durante la

espermatogénesis normal, pero se incrementa en numerosas condiciones patológicas

testiculares, incluyendo la exposición a agentes tóxicos para el testículo. En este sentido, la

administración de ácido metoxiacético -modelo bien conocido de apoptosis masiva de

espermatocitos paquiteno de la rata- ha demostrado que esta apoptosis está mediada por el

incremento de la expresión intracitoplásmica del receptor de estrógenos beta (ER-beta).348

Asi mismo, en la especie humana, un número apreciable de pacientes diagnosticados

de diversos grados de subfertilidad o de infertilidad absoluta presentan alteraciones

genéticas, de expresión de señales o metabólicas que intervienen y regulan las divisiones

meióticas de las células germinales. En este sentido, se sabe que la progresión de la primera

división meiótica de las células germinales está regulada por los andrógenos y muy

probablemente por los estrógenos. Cuando esta regulación falla, se producen paradas de las

meiosis en los espermatocitos primarios, los cuales degeneran por apoptosis. Se ha visto que
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la hiperexpresión de proteína transportadora de andrógenos (ABP) en el testículo de ratones

transgénicos induce una parada parcial de la meiosis, lo cual es debido a apoptosis de

espermatocitos paquitenos. Recientemente, se ha demostrado que en el citoplasma de los

espermatocitos paquitenos se inmunolocaliza el ER-beta, el cual podría estar implicado en

mecanismos de represión de la proliferación y de los procesos de meiosis celular. Se ha

encontrado que la inmunoexpresión de ER-beta es muy intensa en el citoplasma de los

espermatocitos paquitenos presentes en los testículos de ratones transgénicos para el ABP, y

que esta robusta inmunotinción se localiza en aquellos estadios tubulares de la maduración

del epitelio seminífero durante la espermatogénesis en los cuales la apoptosis es máxima.

Todos estos datos permiten sugerir que los espermatocitos paquitenos que degeneran son los

que más expresan ER-beta, o dicho de otro modo, que el ER-beta regula negativamente la

progresión de la meiosis, lo que conduce a una apoptosis de los espermatocitos.293

Existen numerosas hipótesis acerca del significado funcional de las mutaciones que

afectan al RA en relación con las diferentes patologías testiculares y, de modo muy especial,

con el Síndrome de Insensibilidad a los Andrógenos (AIS).60 De hecho, es

extraordinariamente útil el análisis de la longitud del tracto CAG normal del gen del RA en

relación con los diferentes tipos de patologías testiculares presentes en hombres infértiles.

Pero además de mutaciones del RA relacionadas con patologías de la fertilidad,

recientemente se ha identificado una región del cromosoma Y relacionada con la

azoospermia, denominado factor azoospérmico AZF; de este modo, deleciones del factor

AZF de la subregión del cromosoma Y pueden estar presentes en un espectro variable de

alteraciones de la espermatogenesis, que incluyen desde casos ligeros de

hipoespermatogénesis hasta una depleción absoluta de células germinales, que son la causa

de infertilidad de estos varones.171 La microdeleción del cromosoma Y representa un estadio

intermedio entre el síndrome de solo Sertoli idiopático y una espermatogénesis normal. De

otra parte, en algunos casos se ha observado una deleción de AZF con mutaciones del gen

del RA y del gen del receptor de FSH.171 Todos estos datos sugieren que microdeleciones de

una región común de AZF del cromosoma Y conducen al desarrollo de un estatus

intermedio entre una completa espermatogénesis y un síndrome de solo Sertoli idiopático, lo

que explica la presencia de alteraciones histológicas heterogéneas en la biopsia testicular de

un determinado paciente, lo que podría indicar diferentes comportamientos de los tubos

seminíferos dispuestos en lobulillos testiculares adyacentes.171
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En relación con las alteraciones de los mecanismos implicados en el descenso

testicular de los testículos criptorquídicos, existe un consenso científico al considerar que no

es sólo el resultado de un defecto mecánico en el normal descenso del testículo fetal desde

al cavidad abdominal a la bolsa escrotal, si no que es una alteración global y multifactorial

de las células germinales, las células de Sertoli, las células intersticiales y de las células

peritubulares, tanto de sus características morfológicas como de su regulación hormonal y

paracrina.

En el presente estudio, se abordó muy pormenorizadamente la expresión del RA en los

núcleos de las células de Sertoli en relación con las diferentes lesiones presentes en los

testículos criptoquídicos humanos. En comparación con la identificación de los patrones

normales de la expresión del RA a todo lo largo del ciclo de las células germinales y en la

atrofia tubular propia de la senescencia, se ha cuantificado la expresión del RA en los

testículos criptorquídicos extirpados en pacientes adolescentes y adultos que ya habían

pasado la pubertad. Como bien ha quedado demostrado en la evaluación histológica de estas

piezas quirúrgicas, la criptorquidia del adulto se caracteriza por una mezcla de diferentes

patrones de maduración tubular presentes en el mismo testículo, de modo que a veces

patrones muy diferentes aparecen en lobulillos testiculares contiguos. Con el fin de precisar

mejor la cuantificación microdensitométrica del RA, hemos simplificado todo el espectro

lesional en 5 patrones de tubos seminíferos del testículo criptorquídico: 1) Tubos

seminíferos que presentan una diferenciación incompleta de espermatogénesis con

diferenciación focal exclusivamente de espermatogonias y espermatocitos de 1er orden; 2)

tubos seminíferos con solo diferenciación de espermatogonias basales, en ausencia de

diferenciación de espermatocitos de primer orden; 3) tubos seminíferos con mayor diámetro,

debido a que han experimentado un crecimiento después de la pubertad, pero que presentan

un patrón de solo Sertoli con predominio de células de Sertoli de tipo adulto; 4) lobulillos

testiculares constituidos exclusivamente por tubos seminíferos de pequeñas dimensiones,

con contornos muy irregulares y que tienen un patrón de solo Sertoli en el que la mayoría de

las células de Sertoli son de tipo infantil, aunque con inmunomarcaje positivo del RA; y 5)

lobulillos testiculares, asimismo, constituidos exclusivamente por tubos seminíferos de

pequeñas dimensiones con contornos muy irregulares y que tienen un patrón de solo Sertoli

con predominio de células de Sertoli de tipo infantil, y carentes de inmunoexpresión del RA

(células RA-).
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En el presente estudio, hemos encontrado que en la inmunoexpresión del RA en los

tubos seminíferos del testículo puberal criptorquídico, cuando no se identifican células

germinales (patrón de solo Sertoli), se observa una importante heterogeneidad de intensidad

de expresión del RA, si se compara con la intensa inmunotinción de las células de Leydig

adyacentes. Sin embargo las células de Sertoli de aquellos tubos adyacentes a los anteriores,

de mayor tamaño y que además aún conservan una diferenciación de la línea germinal

–aunque siempre de modo incompleto-, presentan un citoplasma bajo y denso y también la

expresión del RA en los núcleos está disminuida, y en algunas células sólo quedan vestigios

del receptor o la inmunotinción es negativa. Además, la expresión del RA es aún menor,

sobre todo en las áreas de patrón de solo Sertoli y que carecen de espermatogonias. Las

células mioides muestran trazas del RA y también algunas células de Leydig son positivas al

RA. Los tubos seminíferos completamente disgenéticos, con células de Sertoli muy

inmaduras, carecen de RA, y sólo algunas (y en numero muy escaso) células de Sertoli más

diferenciadas, con núcleo mayor y nucleolo evidente presentan vestigios de inmunotinción.

En definitiva, los testículos disgenéticos con tubos muy inmaduros constituidos

exclusivamente con células de Sertoli indiferenciadas son rigurosamente negativas al RA.

Cuando se comparan los datos microdensitométricos de la expresión del RA en los

diferentes patrones tubulares criptorquídicos con el patrón normal, se observa un doble

comportamiento de la intensidad de tinción nuclear en las células de Sertoli: de una parte,

todas las células de Sertoli tienen un evidente menor marcaje que las células de Sertoli

presentes en los testículos normales, aunque en ambos grupos siempre son mayores los

datos obtenidos de la DOI en el canal rojo con respecto al verde; de otra parte, es necesario

destacar que mientras que en el testículo normal existe una homogeneidad de la altura de las

barras en ambos canales, contrariamente, en los diferentes patrones tubulares del testículo

criptorquídico existe una variación de la expresión del RA. Esta disparidad de

comportamiento del RA en el testículo normal y criptorquídico se comprueba mejor cuando

se evalúa la proporción entre los canales rojo y verde, observándose siempre una mayor

intensidad del RA en el testículo normal con respecto al criptorquidico. Aparece una ligera

disminución del RA en los patrones del testículo criptorquídico que carecen de

diferenciación de línea germinal; además, la proporción en el grupo de testículo

criptorquídico con patrón de solo Sertoli de tipo infantil sin expresión del RA es la menor en

todos los grupos estudiados.
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Se ha realizado un estudio de correlación y su significación estadística, en cada uno de

los canales RGB evaluados; de este modo es posible verificar si existe relación de la

expresión inmunohistoquímica del RA de las células de Sertoli, con respecto a cada uno de

los patrones tubulares del testículo criptorquídico. Hemos obtenido una correlación positiva

y significativa de la DOI del RA en aquellos tubos que conservaban una cierta, aunque

incompleta, espermatogenesis, con respecto a los tubos que mostraban patrones con células

de solo Sertoli de tipo disgenético. Con respecto al patrón de solo Sertoli, se ha demostrado

una correlación inversa pero significativa, entre los que contenían células de Sertoli de tipo

adulto, respecto de aquellos tubos constituidos por células de Sertoli disgenéticas y que eran

negativas al RA.

La criptroquidia puede presentarse como un hallazgo aislado en la exploración clínica

o puede estar asociada con otros defectos malformativos del aparato genital masculino. De

hecho, las alteraciones de la diferenciación sexual cuyo resultado es el desarrollo de

genitales ambiguos es un proceso multifactorial en el que pueden estar implicados

mutaciones de genes que codifican enzimas esteroidogénicas; pero también pueden deberse

a mutaciones del gen de la hormona mülleriana, del gen del receptor de la hormona

antimülleriana, del gen que codifica la síntesis de 5-alfarreductasa y, sobre todo, de

mutaciones del gen del RA.302 En este sentido, se ha realizado un estudio comparativo de la

inmunotinción del RA con respecto a la expresión del mRNA del RA en el músculo

cremáster, con el fin de valorar su posible participación en los mecanismos de regulación

del descenso testicular. En el grupo control, los niños con descenso normal del testículo en

la bolsa escrotal no presentaron tinción positiva del RA en la biopsia del músculo cremáster;

al contrario, 4 de 8 casos de niños con testículos no descendidos mostraron inmunotinción

positiva para el RA, así mismo, la evaluación molecular del mRNA del RA demostró una

disminución, siendo 10 veces inferior, en los músculos cremastéricos de niños con normal

descenso testicular, con respecto a lo observado en los niños con criptorquidia. No se han

visto cambios de las hormonas séricas en el grupo de niños criptorquídicos, con respecto al

grupo control. Por ello, cabe concluir que la mayor expresión de RA en los músculos

cremastéricos se asocia con el maldescenso testicular, lo cual paradójicamente no conlleva

efectos nocivos sobre el grado de masculinización mediado por andrógenos en estos niños

con criptorquidia unilateral.336
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En la criptorquidia y con el fin de valorar la posible implicación de las alteraciones de

la expresión del RA en los mecanismos de descenso testicular, se han realizado estudios

inmunohistoquímicos del RA en testículos intrabdominales e inguinales, los cuales han

demostrado una disminución del RA en el gubernáculum testicular, con respecto al grupo

control.122 Estos datos permiten crear la hipótesis acerca de una estimulación directa de los

andrógenos sobre el gubernáculum testicular humano que probablemente determine un

incremento de los polisacáridos, lo cual conduciría a un hinchamiento del gubernáculum,

con ulterior dilatación del canal inguinal, facilitándose así el descenso testicular.122 Es más,

es posible que ocurran procesos multifactoriales que afecten cualitativa o cuantitativamente

al RA y que influyan en el descenso testicular transinguinal.122 La presencia de una

producción de andrógenos normales y de un RA normal en pacientes con maldescenso

testicular, sugiere que la relación entre el descenso testicular y las anomalías genitales

constituyen unos procesos multifactoriales muy complejos y aún no muy bien precisados.162

En un estudio reciente, el 63% de los pacientes con testículos localizados en el escroto

tenían niveles altos del RA, mientras que el 85% de los pacientes con maldescenso testicular

tenían bajos niveles del RA; estas alteraciones eran aún mayores en los pacientes con

testículos intrabdominales.122 Sin embargo, en un grupo de 21 pacientes con criptorquidia

unilateral no se han encontrado anomalías del gen del RA, por lo que no se considera como

la principal causa de la criptorquidia asilada.369 Por otra parte, se ha señalado que la longitud

del segmento de la poliglutamina del RA no influye en la gravedad de la desmasculinización

o en el descenso testicular, pero sí contribuye a las anomalías genitales que presentan estos

pacientes.162 Sin embargo, en nuestra casuística, el estudio del RA por PCR lo hemos

podido realizar en 14 casos de pacientes postpuberales con criptorquidia, en el resto de los

casos, la escasez de material testicular archivado desaconsejaba obtener muestra para

estudios moleculares por motivos éticos, ya que se debe preservar este material para usarlo

exclusivamente con el fin de realizar nuevos estudios diagnósticos. Con todo, en ninguno de

estos 14 casos se objetivaron bandas anómalas por PCR con respecto a los testículos

normales (y obviamente con respecto a los controles positivos de piel humana normal

obtenidos en varones sanos), por lo que podemos sugerir que en la criptorquidia unilateral

no existen cambios mutacionales importantes en el RA.
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En un estudio de evaluación de las posibles causas de mutaciones del gen del RA en

pacientes con criptorquidia aislada, no se han encontrado anomalías dentro del exón 8 del

gen del RA, por lo que las alteraciones del gen del RA no son la causa de la criptorquidia

unilateral.324-327 Sin embargo, otros estudios sugieren que en los pacientes infértiles existe

un incremento significativo de la longitud repetida de CAG, que es mayor que en los

pacientes fértiles; esto es lo que ocurre en el síndrome de solo Sertoli, con respecto al

hombre normal.42 Dentro del tracto normal, el triplete CAG está inversamente relacionado

con la actividad transcripcional del RA.42

En los pacientes con criptorquidia unilateral, la longitud repetitiva del triplete CAG

del gen del RA no parece desempeñar un papel importante. Sin embargo, en pacientes con

criptorquidia bilateral se ha visto una menor actividad funcional del RA, debido a una

cadena más larga de poliglutamina, lo que podría representar un papel importante en la

patogénesis de la criptorquidia bilateral. Además, en pacientes con criptorquidia unilateral,

la biopsia del proceso vaginal contralateral presenta una repetición de CAG más larga, lo

cual podría ser la causa de las alteraciones del descenso testicular y de un cierre incompleto

del proceso vaginal.302

En los varones infértiles, es notorio destacar que sus testículos presentan numerosos

signos histológicos incluidos en el denominado síndrome de disgenesia testicular, entre

estos datos histológicos se incluyen la microlitiasis, los tubos seminíferos con un patrón de

solo Sertoli, la presencia de carcinoma in situ testicular (CIS) y, por último, tubos

seminíferos muy inmaduros que contienen células de Sertoli disgenéticas y que constituyen

los denominados nódulos de células de Sertoli. Estos nódulos de células de Sertoli presentan

cambios significativos de la expresión de marcadores característicos de las células de

Sertoli, como son la vimentina, la inhibina alfa, la AMH, la citoqueratina 18, el RA y la

conexina 43. El presente estudio contradice, en parte, estudios previos que establecen que

las alteraciones de las células de Sertoli después de la pubertad, en pacientes

criptorquídicos, son secundarias a los efectos deletéreos de la temperatura o metabólicos

sobre el testículo no descendido; antes bien, nuestros resultados de las alteraciones

morfológicas y cuantitativas de la expresión del RA indican que la baja expresión, o la

ausencia de ella, está correlacionada con los cambios disgenéticos que expresan las células

de Sertoli durante el desarrollo fetal o la infancia, mucho antes de que las células de Sertoli
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comiencen la maduración prepuberal, y antes del desarrollo de la completa pubertad de

estos pacientes. Se trata, pues, de células disgenéticas que difieren de las células fetales o

neonatales.29 Pero además, la actividad mitótica de las células de Sertoli disgenéticas que

forman los nódulos de las células de Sertoli se detiene mucho antes de la pubertad; esto es,

la ausencia del RA en las células de Sertoli fusiformes y completamente disgenéticas

sugiere que la alteración de la expresión del RA es completamente irreversible, es una lesión

primaria de las células de Sertoli que ya está condicionada desde el desarrollo fetal del

testículo, que en el futuro será incapaz de experimentar el normal descenso a la bolsa

escrotal.

Esta disgenesia testicular está siempre presente en las piezas de orquiectomía

realizadas en los pacientes con AIS. Pero además, estudios previos de los testículos de casos

con AIS han definido dos lesiones muy características, los denominados nódulos

hamartomatosos y los denominados adenomas de células de Sertoli.269 Los hamartomas

están formados por tubos seminíferos sólidos con células de Sertoli inmaduras asociados a

células de Leydig y a fascículos de músculo liso.269 Los adenomas de células de Sertoli son

frecuentes en los testículos de estos pacientes, aunque se consideran algunas diferencias

histológicas testiculares entre las formas completa e incompleta de AIS y que han sido

publicadas en estudios clásicos.61,343 Si bien estos hallazgos son patognomónicos de AIS y

confirman el diagnóstico patológico, en otros muchos casos, sobre todo en los pacientes con

CAIS y en los que presentan la variante incompleta (IAIS), es muy importante destacar que,

en general, estos cambios histológicos en el testículo extirpado de pacientes adultos con AIS

son, en cierta medida, bastante semejantes en sus patrones lesionales a los encontrados en

algunos testículos de pacientes que sólo tenían criptorquidia aislada no asociada con otros

cuadros polimalformativos, ni cromosómicos.195,213 De hecho, en algunos casos con IAIS, el

diagnóstico patológico es difícil, puesto que las lesiones encontradas pueden ser poco

expresivas, e, incluso, semejar testículos inmaduro o un testículo infantil normal. Por todo

ello, cabe concluir que el diagnóstico del AIS comporta estudios multidisciplinares en los

que los datos de patología deben cotejarse con los datos clínicos y de laboratorio hormonal,

dado que estudios previos que incluyen la evaluación de series de pacientes concluyeron que

no encontraron diferencias histológicas en los testículos entre los dos tipos de AIS.269

La detección de la expresión inmunocitoquímica del RA en las piezas de orquiectomía
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extirpadas en pacientes con AIS ha demostrado cambios heterogéneos. En la mayoría de los

casos hemos encontrado que los tubos seminíferos eran de tipo infantil y presentaban un

patrón de solo Sertoli de tipo infantil. En estos tubos, asimismo la mayoría de los núcleos de

las células de Sertoli eran positivas al RA, pero también se veían algunos núcleos que

contenían vestigios del RA y otros que eran rigurosamente negativos para el RA. En el

intersticio se identificaban abundantes acúmulos de células de Leydig, pero sin

inmunomarcaje del RA. En los casos de AIS estudiados, la mayoría de los tubos seminíferos

tenían bajo diámetro tubular y la pared peritubular era fina. En estos tubos, las células de

Sertoli siempre mostraron cambios de tipo disgenético fetal, no evidenciándose expresión

del RA o sólo mínimas trazas a nivel nuclear. Las células intersticiales eran de tipo

inmaduro y carecían de expresión del RA; sin embargo, algunos fibroblastos presentaban

marcaje del RA. Además, en numerosos compartimentos intersticiales existían áreas de

células fusiformes arremolinadas, entremezcladas con acúmulos de células de Leydig

negativas al RA.

En aquellos casos de AIS con tubos seminíferos muy disgenéticos, existía una muy

escasa expresión del RA en las células de Sertoli, sobretodo en las células de núcleo

fusiforme indiferenciado que carecían rigurosamente de inmunomarcaje del RA, aunque

adyacentemente podían verse algunas células de Sertoli de núcleo redondo con citoplasma

vesiculoso y vestigios de expresión del RA, lo cual contrastaba con la alta intensidad de

inmunomarcaje del RA en las células mioides de la pared peritubular; y lo que es más

destacable: el epitelio de revestimiento del conducto epididimario, cuando lo hemos podido

estudiar en estos caso con AIS, mostraba una intensísima expresión del RA en la mayoría de

los núcleos de las células epiteliales principales y basales, y también muy evidente

inmunomarcaje del RA en las células musculares lisas que son muy abundantes en la cola

del conducto epididimario.

Nuestros datos acerca de las importantes alteraciones de inmunomarcaje que

experimenta el RA, y de su amplio espectro de expresión en relación con las distintas

variedades morfológicas de las células de Sertoli disgenéticas, están en consonancia con

estudios previos que demuestran que las determinaciones bioquímicas de hormonas

esteroideas en pacientes con AIS es muy variable, dependiendo de si el paciente presenta un

síndrome completo o incompleto de feminización testicular. Con todo, en general, en AIS,
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los niveles séricos de testosterona son generalmente normales, pero los niveles de LH están

frecuentemente elevados;248,256 estas alteraciones pueden ser debidas a anomalías del gen del

RA que determina una resistencia a los andrógenos en órganos periféricos.34-36,248,256

En los pacientes con AIS y también en numerosos casos de varones infértiles de causa

aún no bien precisada, se ha encontrado que la pérdida completa de la función del RA es la

causa de distintos tipos de patologías genéticas, incluyendo anomalías del RNAm Splicin.9

Se han encontrado alteraciones funcionales y moleculares del RA en hombres infértiles,

cuando se investiga el RA en cultivos de fibroblastos de piel genital en pacientes con

azoospermia idiopática o con oligospermia.3 Las variaciones genéticas dentro de esta

cascada de eventos pueden interrumpir el normal desarrollo del varón y conducir a

malformaciones de los genitales externos o internos.114,115 Además, existen dos tipos de

patologías asociadas a anomalías funcionales y estructurales relacionadas con el RA: la

denominada enfermedad de Kennedy (también conocida bajo el nombre de atrofia muscular

espinal y bulbar, SBMA) -que será comentada posteriormente- y el cáncer de próstata.32,33

Numerosos estudios han demostrados una considerable heterogeneidad en la expresión del

RA, tal como se ha demostrado desde estadios precoces del desarrollo del cáncer de

próstata.9

Se han descrito un gran número de mutaciones de este gen en 2 diferentes exones: el 5

y el 7.31,32 Estas mutaciones pueden causar distintas anomalías fenotípicas del desarrollo

sexual masculino,186 desde fenotipo femenino hasta desvirilización o infertilidad

masculina.186,373 En concreto, el síndrome de insensibilidad a los andrógeno (AIS) es el

resultado de una resistencia androgénica, causada por una alteración en los RA, debida bien

a una ausencia o bien a importantes anomalías cuantitativas o cualitativas. En nuestro

estudio de PCR hemos identificado bandas correspondientes al RA, pero su peso molecular

no difiere del encontrado en las muestras obtenidas para PCR de testículos normales, las

cuales, obviamente, no diferían de las bandas de piel normal de varón sano incluida como

control positivo del RA. Con todo, dada la muy baja incidencia de AIS en la población

general y aún menor de los casos en los que se dispone de muestra suficiente de tejido

testicular para los estudios moleculares, y ,de otra parte, dado el efecto deletéreo que la

fijación y la inclusión en parafina pueden determinar en la conservación del DNA en estos

casos, es obvia la necesidad de estudiar nuevos casos, con el fin de demostrar posibles
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cambios mutacionales o epigenéticos en el RA de las células de Sertoli en los testículos

extirpados en pacientes con CAIS o con IAIS.

De otra parte, en la enfermedad de Kennedy -paciente con AIS y con alteraciones del

desarrollo neurológico-173 existe una correlación entre la longitud repetida de CAG y el

desarrollo temprano de enfermedad neurológica, por lo que se demuestra que esta

enfermedad tiene una relación directa con la alteración de la secuencia del RA,67 pero

carecemos de experiencia en estudios de muestras testiculares de pacientes con este

síndrome. Por ultimo, se ha descrito todo un espectro de individuos con síntomas

intermedios de AIS en los que el diagnóstico se descubre en la evaluación de una

infertilidad de causa desconocida.32,33 Dentro de estas variantes clínicas, cabe destacar

varios estudios de pacientes con hipospadias graves y criptorquidia bilateral en los que

pueden existir alteraciones del RA,119 incluidas la mutación puntual en el exón 8;115 no

obstante, en la mayoría de los casos de hipospadia no se encuentran mutaciones específicas,

por lo que es necesario establecer criterios genéticos que permitan clasificar y tratar

correctamente a estos pacientes.115,119  Todo este espectro de enfermedades permiten

concluir que las variaciones fenotípicas en los defectos moderados del RA pudieran

permanecer incluso no detectadas durante la exploración clínica en individuos adultos con

AIS.90,15

El síndrome de Klinefelter es una de las causas genéticas más comunes de infertilidad

masculina,160 de hecho, es la causa más frecuente de las alteraciones de los cromosomas

sexuales, afecta aproximadamente a 1:500 y 1:1000 varones y al 10-20% de los hombres

que consultan por infertilidad.325,326 Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de uno

o varios cromosomas X extras en varones,177 aunque se desconoce si el cromosoma X extra

es de origen materno o paterno;325,326 no obstante, la secuenciación del cromosoma X

sugiere que el origen de este cromosoma X extra procede de una ausencia de la disyunción

materna en la meiosis II.201 El error en la meiosis II sugiere que la base de la homozigosidad

proviene de una mutación del locus del RA.201 En los pacientes con síndrome de Klinefelter

con mosaicismos, la inactivación del cromosoma X podría explicar, en parte, el espectro de

sintomatología clínica, tanto en relación con la deficiencia mental, como con las

alteraciones fenotípicas observadas.325,326
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Histopatológicamente, en los pacientes adultos con síndrome de Klinefelter, los tubos

seminíferos están completamente hialinizados o esclerosados,38,211 las células de Leydig

forman grandes acúmulos entre los tubos esclerosados,211 y las fibras elásticas de la túnica

propia están ausentes.38 En nuestros casos estudiados en pequeñas biopsias testicualres, las

secciones de los tubos seminíferos eran de moderado diámetro y, dado que las muestras se

obtenían en pacientes adultos que consultaban por infertilidad, todos los tubos seminíferos

habían experimentado el crecimiento postpuberal. La pared peritubular estaba ligeramente

engrosada y en el interior se observaba un epitelio pseudoestratificado, constituido

exclusivamente por células de Sertoli con núcleos disgenéticos que aún conservan una

moderada inmunoexpresión del RA. En ninguno de los casos estudiados hemos podido

encontrar la diferenciación de células germinales.

Existen evidencias claras de que son las células de Sertoli las que están primariamente

lesionadas en los pacientes con síndrome de Klinefelter. Estas células son generalmente

positivas para la cromatina sexual, pero un pequeño número de pacientes muestran tubos

con células de Sertoli que son positivas y negativas para la cromatina sexual en la misma

biopsia, lo que permite, en principio, diferenciar dos tipos de tubos seminíferos con sólo

células de Sertoli:84 con células de Sertoli adultas y con células de Sertoli inmaduras y

disgenéticas. Cuando los lobulillos estaban formados por tubos seminíferos con un patrón de

solo Sertoli, con células disgenéticas dispuestas anárquicamente, era evidente la ausencia de

inmunotinción del RA en las células de Sertoli, sobre todo si se comparaba con la robusta

inmunotinción en los núcleos de las células mioides peritubulares adyacentes y de los

fibroblastos intersticiales. Pero además, las abundantes células de Leydig, presentes en el

intersticio de las biopsias de los pacientes diagnosticados de síndrome de Klinefelter,

mostraban núcleos disgenéticos y carecían de expresión del RA, lo cual, asimismo, es más

evidente si se compara con el fuerte marcaje del RA en los fibroblastos intersticiales

adyacentes. Estos datos están en relación con los datos bien conocidos de que la función de

las células de Leydig en los pacientes con síndrome de Klinefelter, a pesar de la marcada

hipertrofia o hiperplasia, es inadecuada, de modo que los niveles de andrógenos séricos en

estos pacientes son significativamente muy inferiores a los del hombre normal. En

conclusión, en el síndrome de Klinefelter, el presente estudio confirma que las céluas de

Sertoli son muy disgenéticas y hemos demostrado que sus núcleos presentan todo un
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espectro de inmunoexpresión del RA, desde núcleos moderadamente positivos hasta núcleos

rigurosamente negativos.

Estos datos obtenidos en el presente estudio, que demuestran profundas alteraciones

de la expresión del RA, confirman claramente que los hombres con síndrome de Klinefelter

presentan hipogonadismo, alteración de la espermatogénesis y deficiencia de andrógenos,177

y existen importantes variaciones de los niveles de hCG y testosterona en los pacientes

adultos;37 sin embargo, en pacientes XXY infantiles, los niveles séricos de FSH, LH,

inhibina B y AMH no difieren de los controles. En estos niños con síndrome de Klinefelter,

aunque la secreción de testosterona está alterada, la normal secreción de inhibina B y de la

AMH no permite dilucidar cuál es el mecanismo íntimo que determina la disminución de la

función de las células de Sertoli después de la pubertad.158 Dadas las consideraciones éticas,

debido a las pequeñas muestras testiculares contenidas en la biopsia efectuada

exclusivamente con fines diagnósticos y terapéuticos y a la necesidad de conservar el

material patológico parafinado para posibles estudios futuros con los mismos fines, ha sido

imposible realizar en nuestro laboratorio estudios moleculares de detección del RA por

PCR, en los casos de síndrome de Klinefelter que hemos evaluado. No obstante, en un

estudio reciente, no se han encontrado alteraciones del gen del RA, por lo que, en principio,

no constituyen un factor importante en el daño de la espermatogénesis en los pacientes con

síndrome de Klinefelter.37

En definitiva y como recapitulación de nuestras investigaciones, el presente estudio de

tejido testicular humano ha evaluado la expresión del RA por métodos

inmunohistoquímicos, microdensitométricos y moleculares de PCR, relacionando los

cambios de inmunomarcaje del RA con los estadios madurativos del epitelio seminífero, y

con las características tubulares que experimenta el testículo desde el desarrollo neonatal

hasta la maduración puberal; así mismo, hemos precisado que la expresión del RA

aparentemente no se modifica sustancialmente en la senectud, ni en las áreas de

hipoespermatogénesis y de atrofia de los tubos seminíferos de los hombres de edad

avanzada. Por último, hemos precisado que las lesiones morfológcias de las células de

Sertoli, en pacientes criptorquídicos, en testículos de pacientes con AIS y en biopsias

testiculares de pacientes con síndrome de Klinefelter, se asocian con alteraciones de la

inmnoexpresión del RA, aunque, aparentemente, estas alteraciones no se deben a
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mutaciones importantes del RA, ya que no hemos encontrado bandas anómalas del triplete

CAG del RA en los estudios de PCR realizados en casos con criptorquidia y con AIS.
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CONCLUSIONES

PRIMERA.  La expresión inmunohistoquímica del receptor de andrógenos de los núcleos

de las células de Sertoli del hombre adulto normal, en aquellos estadios madurativos del

epitelio seminífero en los que está presente, no experimenta cambios significativos respecto

a las distintas asociaciones de las células germinales.

SEGUNDA. En las áreas de hipoespermatogénesis intensa y de atrofia tubular, presentes en

los testículos de sujetos de mediana edad o de edad avanzada, las células de Sertoli no

presentan cambios significativos en la expresión del receptor de andrógenos, por lo que los

mecanismos de desarrollo de las lesiones de los tubos seminíferos en la senectud no

dependen de alteraciones morfofuncionales del receptor de andrógenos.

TERCERA.  Durante el desarrollo testicular en la infancia temprana, se observa ausencia de

la expresión del receptor de andrógenos en las células de Sertoli; contrariamente, el receptor

de andrógenos de las células de Sertoli comienza a expresarse durante la infancia tardía y el

periodo de preadolescencia, lo que indica su participación en el desarrollo de la pubertad del

varón.

CUARTA.  Los cambios disgenéticos que experimentan las células de Sertoli de los

testículos criptorquídicos extirpados en pacientes adultos siempre están correlacionados

directamente con la disminución o la ausencia de inmnomarcaje del receptor de andrógenos.

Sin embargo, estos cambios fenotípicos del receptor no se acompañan de alteraciones de la

longitud del triplete CAG en los estudios de PCR del receptor de andrógenos realizados en

los testículos criptorquídicos de pacientes adultos, lo que sugiere que las lesiones de la

criptorquidia no dependen de mutaciones del receptor de andrógenos.

QUINTA. La disgenesia testicular presente en los pacientes con síndrome de insensibilidad

a los andrógenos se asocia a una intensa disminución de la inmunoexpresión del receptor de

andrógenos en las células de Sertoli, no evidenciándose expresión en las células de Sertoli

más disgenéticas. Estos cambios de inmunomarcaje del receptor de andrógenos tampoco se

relacionan con alteraciones importantes de la longitud del triplete CAG, lo que sugiere que

no existen mutaciones del receptor de andrógenos.
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SEXTA. En el síndrome de Klinefelter, la disminución o ausencia de expresión

inmunohistoquímica del receptor de andrógenos en las células de Sertoli se relaciona con

cambios morfológicos y funcionales de los mecanismos de regulación paracrina de sus

células de Sertoli.
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RESUMEN

En el presente estudio, se ha evaluado la inmnoexpresión del receptor de andrógenos

(RA) en testículos de la infancia (5 casos), del hombre adulto normal (8 casos), en la

senectud (6 casos) y durante el desarrollo prepuberal, tanto temprano como tardío (12

casos). Así mismo, se ha evaluado la expresión del RA en tres enfermedades congénitas en

las que el testículo se encuentra muy dañado, como son la criptorquidia (17 casos), el

Síndrome de Insensibilidad a los Andrógenos (6 casos) y el Síndrome de Klinefelter (9

casos). Se ha realizado una evaluación tanto morfológica como mediante métodos

inmnohistoquímicos, morfométricos-microdensitométricos y, asimismo, la detección

molecular del triplete CAG del RA por métodos de PCR.

En los tubos seminíferos normales con espermatogénesis completa, la mayoría de las

células de Sertoli presentan intensa expresión nuclear del RA, aunque su intensidad es

variable de unas células a otras, dependiendo, en parte, del estadio madurativo de la

espermatogénesis; encontrándose ausente en todas las células de la línea germinal. Estos

datos son sugerentes y confirman, en el testículo humano normal, que la regulación de los

diferentes estadios madurativos de la espermatogénesis es un proceso que depende de la

acción de los andrógenos sobre las células de Sertoli.

En los pacientes adultos, la mayoría de los núcleos de las células de Sertoli presentan

una intensa inmunotinción para el RA. Los cambios en la intensidad del marcaje no son

parejos al grado de atrofia del epitelio seminífero tan frecuentemente observados con el

incremento de la edad, ya que incluso en las áreas con importante atrofia del epitelio

germinal, en donde predomina un patrón de solo Sertoli, asociado a importantes

seudovacuolas de atrofia epitelial, persiste curiosamente un evidente marcaje del RA.

En los testículos de hombres azoospérmicos, se observa un mayor número e

intensidad de inmunomarcaje del RA en las células de Sertoli de los casos que presentaban

un patrón de solo Sertoli, con respecto a aquellos casos diagnosticados de parada de la

espermatogénesis y también con respecto al encontrado en el testículo de hombres normales

(grupo control). En el presente estudio cuantitativo del RA, no se encontraron valores

distintos de esta densidad en relación con los diferentes grados de hipoespermatogénesis.



Resumen    106

En testículo criptorquídico humano, el estudio no cuantitativo de las alteraciones

inmunohistoquímicas de la expresión del RA, en relación con el estado madurativo de los

tubos seminíferos demuestra que la mayoría de tubos seminíferos que han experimentado

crecimiento postpuberal mostraban una marcada o moderada intensidad del RA.

Contrariamente, los tubos con células de Sertoli inmaduras o disgenéticas no se marcaban

con el anticuerpo anti-RA. Estos resultados sugieren que existe una correlación directa entre

la disminución de la expresión del RA y la gravedad de las lesiones disgenéticas en la

criptorquidia.

En el presente estudio, hemos incluido la evaluación de la expresión del RA en el

testículo infantil normal. Durante la infancia temprana, la mayoría de las células de Sertoli

presentan una moderada o intensa inmunoexpresión del RA, negativizándose o mostrando

sólo vestigios del RA a los tres-cuatro años de edad. Entre cuatro y seis u ocho años, la

expresión del RA en las células de Sertoli es muy variable: predominan las células

negativas, aunque existen algunas células, si bien muy escasas, que presentan un robusto

inmunomarcaje nuclear. En áreas con inicio de la espermatogénesis, las células de Sertoli

presentan una intensa tinción intranuclear del RA.  Y estos cambios de actividad del RA no

son exclusivos de las células de Sertoli prepuberales, sino que también ocurren en las

células mioides, en el intersticio testicular. En definitiva, en el testículo puberal cuando ya

se alcanza una espermatogénesis completa, prácticamente igual a la propia del testículo

adulto del hombre normal, la mayoría de los núcleos de las células de Sertoli contienen un

robusto marcaje del RA, lo que contrasta con el tenue marcaje de las células mioides

peritubulares adyacentes.

La detección de la expresión inmunocitoquímica del RA en las piezas de orquiectomía

extirpadas en pacientes con AIS ha demostrado cambios heterogéneos. En la mayoría de los

casos los tubos seminíferos eran de tipo infantil y presentaban un patrón de solo Sertoli de

tipo infantil. En estos tubos, asimismo, la mayoría de los núcleos de las células de Sertoli

eran RA positivos, pero también se veían algunos núcleos que contenían vestigios del RA y

otros que eran rigurosamente negativos para el RA. En el intersticio se identificaban

abundantes cúmulos de células de Leydig, pero sin inmunomarcaje del RA.
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En el síndrome de Klinefelter, el presente estudio confirma que las células de Sertoli

son muy disgenéticas y hemos demostrado que sus núcleos muestran todo un espectro de

inmunoexpresión del RA, desde núcleos moderadamente positivos hasta núcleos

rigurosamente negativos.

En definitiva y como recapitulación de nuestras investigaciones, en el presente estudio

de tejido testicular humano, se ha evaluado la expresión por métodos inmunohistoquímicos,

microdensitométricos y moleculares de PCR la expresión del RA, relacionando los cambios

de inmunomarcaje del RA con los estadios madurativos del epitelio seminífero, las

características tubulares que experimenta el testículo desde el desarrollo neonatal hasta la

maduración puberal; así mismo, hemos precisado que la expresión del RA aparentemente no

se modifica sustancialmente en la senectud ni en las áreas de hipoespermatogénesis y de

atrofia de los tubos seminíferos de los hombres de edad avanzada. Por último, hemos

precisado que las lesiones morfológicas de las células de Sertoli en pacientes

criptorquídicos, en testículos de pacientes con AIS y en biopsias testiculares en pacientes

con síndrome de Klinefelter se asocian a alteraciones de inmnoexpresión del RA, aunque

aparentemente esta alteraciones no se deben a mutaciones importantes del RA, ya que no

hemos encontrado bandas anómalas del triplet CAG del RA en los estudios de PCR

realizados en casos con criptorquidia y con síndrome de AIS.
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SUMMARY

In the present study the immunoexpression of the androgen receptor (AR) has been

evaluated in testis of  childhood (5 cases), normal adult man (8 cases), aged man (6 cases)

and  testis with pubertal development, either precocious or late (12 cases). The AR

expression has also been studied in three congenital diseases where the testis are severely

damaged which are cryptorchidism (17 cases), Androgen Insensibility Syndrome (AIS) (6

cases) and Klinefelter syndrome (9 cases). A morphologic, immunohistochemical, and

morphometric-microdensitometric evaluation have been performed, as well as the molecular

detection of the CAG triplet of the AR by PCR methods.

In the seminiferous tubules with complete spermatogenesis most of the Sertoli cells

show an intense nuclear expression of AR, although the intensity is variable from one cell to

another, in part, depending on the maturation stage of the spermatogenesis; and it is

completely absent in germ cells. These data confirm that the regulation of the different

maturation stages of spermatogenesis is a process that depend on the action of the androgens

on the Sertoli cells.

In adult patients most of the Sertoli cell nuclei present an intense AR

immunoexpresion. The changes in the intensity of immunostaining are not parallel to the

tubular atrophy so frequently found in the aged testis, as an evident AR staining persists

even in intensively atrophic areas with a predominant Sertoli cell only pattern.

In azoospermic man testis, the AR expression in Sertoli cell nuclei is higher in number

and intensity in those testis with Sertoli cell only pattern than in those testis diagnosed as

spermatogenesis arrest and also compared to the testis of normal men (control group). The

quantitative study did not show different values in this density comparing different grades of

hypospermatogenesis.

In human cryptorchidic testis, the non-quantitative study of immunohistochemical

alterations in the AR expression in relation to the seminiferous tubule maturation stages

demonstrate that most of the tubules that have undergone a postpubertal development

showed an intense or moderate AR expression. On the contrary, those tubules with

disgenetic or immature Sertoli cells did not stain with anti-AR antibody. These results
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suggest a direct correlation between AR expression decrease and the criptorchydic

disgenetic lesions severity.

The present study have included the AR expression evaluation in normal infantile

testis. In the early infancy most of the Sertoli cells show a moderate or intense AR

expression, becoming negative or nearly negative about three to four years of age. About

four and six or eight years of age, the AR expression in Sertoli cells is very variable,

negative cells predominates, although there were some scarce cells with an intense nuclear

immunostaining. In those areas where spermatogenesis had started, Sertoli cells showed an

intense nuclear staining with anti-AR antibody. These changes in AR activity are not

exclusive of prepubertal Sertoli cells, but also occurs in myoid cells in testicular interstice In

short, in the pubertal testis with complete spermatogenesis, similar to the normal adult

spermatogenesis, most of the Sertoli cells shows an intense AR expression, contrasting with

the light staining of adjacent peritubular myoid cells.

The orchiectomy specimens of Androgen Insensitivity Syndrome patients showed an

heterogeneous pattern of AR immunohistochemical expression. Most cases had infantile

seminiferous tubules with an infantile Sertoli only cell pattern. In those tubules, most of the

Sertoli cell nuclei were AR positive, although some slightly stained or completely negative

nuclei can also be observed. Numerous AR-negative Leydig cells nodules were identified.

In Klinefelter syndrome, the present study confirms that Sertoli cells are very

disgenetic and we have demonstrate that their nuclei show an AR-immunoexpression

spectrum, varying from moderately positive nuclei to completely negative nuclei.

In summary, in the present study on human testicular tissue AR-expression has been

evaluated by immunohistochemical, microdensitometric, and PCR molecular methods. The

changes in AR immunoexpression have been related to the seminiferous epithelium

maturation stages and the tubular characteristics that testis undergone from neonatal

development to pubertal maturation. The present study has also demonstrate that AR-

expression is not substantially modified in aged testis nor in hypospermatogenic areas nor

atrophic areas of seminiferous tubules of aged man. Finally, we have precised that

morphologic testicular lesions in chytorchidic patients, in AIS testis, and in testicular

biopsies of patients with Klinefelter syndrome are associated to AR immunoexpresion

alterations, although, apparently, those alterations are not due to AR important mutations as
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we have not found abnormal bands of CAG triplet of AR in the PCR studies performed in

cryptorchidism and IAS.
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