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ESTRUCTURA DEL TESTICULO: SU REGULACION HORMONAL,
PARACRINA'Y AUTOCRINA

El testiculo humano esta constituido por los tubos seminiferos y el intersticio
testicular, el cual contiene abundantes vasos sanguineos y linfaticos y células de Leydig, asi
como macrofagos, células cebaa]és*.ejido conjuntivo laxo y terminaciones nerviosas. Los
tubos seminiferos contienen células de la linea germinal y células de Sertoli. En los tubos
seminiferos 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 estan separados
por un triple filtro, formado por las células mioides peritubulares, la lamina 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 espermatogéﬁséﬁm el hombre, el mantenimiento de una
espermatogénesis cuantitativamente normal es un proceso dependiente de androgenos. El
efecto de la testosterona sobre la espermatogénesis esta mediado por las células de Sertoli,
puesto que se han encontrado receptores de andrégenos (RA) en la células H&83rtoli

no en las células germinales.

Se requiere la accion de la FSH para la regulacién de la espermatogénesis y de la

P2 En el testiculo de mamiferos, incluido el testiculo humano,

esteroidogénesis testicufd
existe una intima regulacién paracrina que se establece fundamentalmente entre el epitelio
seminifero 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
macrofagos intersticiale$?® La espermatogénesis y la esteroidogénesis estan reguladas,
por tanto, por las hormonas hipofisarias y por un control paracrino intratestiéafarde

modo que las hormonas hipofisarias proporcionarian el estimulo basico del que dependen
las funciones testiculares, mientras que la intensidad y el momento de la respuesta de las
células testiculares a este estimulo estaria regulado por interacciones reciprocas 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 peritubfﬂﬁres.

Durante el ciclo del epitelio del tubulo seminifero humano, se han reconocido seis

estadios madurativos correspondientes a las seis asociaciones de las células de la linea
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germinal humand® Estas asociaciones se han relacionado, en parte, con cambios
morfolégicos 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 inmunoexpresion
de testosterona en las células de Leydig peritubulares mayor que en las intefSticales.

el testiculo humano, tanto las células de Leydig peritubulares como las células de Leydig
intersticiales son de tamafio similar, y los cambios en el volumen de las células de Leydig
peritubulares durante el ciclo del epitelio del tubo seminifero se deben a cambios en el
namero de células, pero el tamafio 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®® Ademas, se ha observado un aumento del nimero de células de Leydig
peritubulares durante las fases | y Il del ciclo asociado, a una disminucion del nimero de
células de Leydig intersticiales. Entre otras posibilidades, se puede especular que, en los
estadios | y Il del ciclo, las células de Leydig perivasculares dejarian el espacio intersticial y
emigrarian a la tdnica propid, aumentando asi el nimero de células de Leydig
peritubulares y su contenido de testosterona. En los siguientes estadios de la
espermatogénesis, muchas de las células de Leydig peritubulares involucionarian y su

contenido en testosterona disminufria.

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 esta en consonancia con la hipétesis de que las progenitoras de las células de Leydig
de la rata son estimuladas por la LH y el R2E| hecho de gue diferentes poblaciones de
células del mismo tejido puedan responder a una determinada estimulacion hormonal por
diferentes vias, puede venir de la diferente actividad funcional de un determinado receptor
hormonal especificB® ademas, pueden existir multiples regiones especificas en los sitios
de transporte de la hormona a su rece@B?(ﬂ'or ejemplo, las células responden al estradiol
por tres mecanismos separados que incluyen la sintesis, la reutilizacion y el 17é38iptaje;
el contrario, se ha visto que la progesterona presenta un incremento del control regulador

negativo®>

Las células de Sertoli funcionalmente activas son absolutamente necesarias para la

multiplicacién y la maduracién de las células germindlgsero ademas, las células
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germinales regulan la funcién ciclica de las células de Séftdiistas interacciones

bidireccionales entre las células de Sertoli y las células germinales pueden establecerse por
elementos de union entre ambos tipos de céttftas actividad funcional de las células de
Sertoli, tanto humanas como de roedores, esta también regulada por el estadio del ciclo
espermatogénico. En la fase VII y VIl del ciclo de la rata, las células de Sertoli alcanzan su
méxima secrecién de proteina ligadora de andrégenos (RBRJe activador del
plasmin()genﬁ?zy de actividad de fosfodiestera@%y la minima estimulacion por FSH de

la produccién de AMPc, con una minima unién a FSH (I-12%e han descrito también

otros cambios ultraestructurales en la célula de Sertoli durante el ciclo del epitelio
seminifero, principalmente acimulo de gotas lipidic3& asi 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 secrecion de*X R la célula de Sertoli, asi como
también la actividad de la RNA poIimer&g%\EI efecto regulador de la célula de Leydig
sobre la célula de Sertoli podria estar mediado por algun péptido derivado de la
propiomelanocortina (POMC}f.’233 Uno de los factores de interaccion paracrina entre las
células de Leydig y las células de Sertoli serian los opioides testicifssigetizados por
las células de Leydig, que tienen receptores especificos en las células de Sertoli. La célula
de Sertoli responderia a la fijacion de estos opioides en sus receptores con la sintesis y
excrecion de LHRH testicular. La demostracién de receptores especificos de LHRH en las
células de Leydig confirma el efecto local, o paracino de este pé?)ﬁimi.mprescindible
que las células de Sertoli desarrollen completamente sus funciones normales para que se
produzca la multiplicacién y la maduracion de las células germiﬁéldﬁ, gue esta
favorecido por las diferentes productos de secrecion de las células de Sertoli, que modulan
la respuesta de las células de Leydig a la LH y HCG. Sin embargo, en ciertas condiciones
patolégicas esta regulacion paracrina podria hacerse autdnoma y estimular por si sola, sin la

accion de las gonadotropinas, una verdadera putfé?tad.

Las células peritubulares proporcionan integridad estructural al tubo seminifero, son
responsables de la contraccion del mismo y actlan como una barrera ineszﬂJ%ciﬁca.

Ademads, las células mioides peritubulares probablemente participen también en la
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regulacion de la funcion de la célula de Sertoli, a través de factores difusibles que estarian
secretados por estas células mioflBE€s mas, algunos de los efectos de la testosterona en
los cultivos de células de Sertoli estdn mediados por las células mioides que contaminan

dichos cultivos®’

Los andrégenos son hormonas esteroideas secretadas primariamente por los testiculos
y las glandulas adrenales y desempefian un papel critico en la reproduccién, coordinando
diversas funciones fisiolégicas que incluyen funciones cerebrales y procesos especificos de
proliferacion celular y de apopto§?§. Los androgenos son necesarios para la normal
expresion del fenotipo masculino, ya que inducen el desarrollo de las caracteristicas
sexuales secundarias, asi como la iniciacién y el mantenimiento de la espermatdgénesis.
De hecho, los andrégenos son fundamentales en el desarrollo de la pubertad, de la fertilidad
masculina y de la funcién sexual mascufihaos dos andrégenos mas importantes son la
testosterona y la 5-alfadihidrotestosterdhil desarrollo de una espermatogénesis normal
exige una adecuada expresion y funcion de los androgenos y de f6<PR¥ mantener
una espermatogénesis correcta se necesitan niveles altos de testosterona intratesticular
secretada por las células de Leydig, y esta testosterona es ofertada a los tubulos seminiferos
uniéndose a la proteina transportadora de andrégenos (ABP). De este modo, la testosterona
penetra en las células de Sertoli y se une a los receptores nucleares especificos del RA -un
miembro de la superfamilia de receptores nucle&f®astivando la sintesis y la secrecién
de proteinas y de otros factores de crecimiento que regulan la espermatogénesis; asimismo,

facilita la meiosis e inhibe la apoptosis de las células germi??ales.

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
somaticas del testiculo. La LH controla la produccion de testosterona por las células de
Leydig, mientras que la FSH actia 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 espermatogér?gsitsa activacion de receptores
esteroideos especificos, por medio de la traslocacion reversible del complejo esteroide-
receptor esteroideo hacia el nucleo -sitio donde se une al DNA-, provoca o inhibe la
transcripcion de determinados genes imprescindibles en la regulacion funcional del

testiculo.
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Algunos estudios realizados en primates no humanos y en el hombre no han
conseguido encontrar una asociacion entre el grado de relacién del RA de las células de

Sertoli y el estadio del epitelio seminiféfe>’

sin embargo, estudios previos realizados

por nuestro grupo han confirmado una diferente expresién del RA en las células de Sertoli
en las distintas fases del ciclo seminifero humiahin gue permite relacionar el RA de

forma muy directa con los mecanismos de la regulacion que los andrégenos ejercen sobre la
espermatogénes?%? No obstante, la visualizacién de la inmunotincion del RA depende,
entre otros, del tipo de anticuerpo anti-receptor de andrégenos utilizado; asi, cuando se
utiliza a altas concentraciones el anticuerpo anti-RA denominado PG21, todas las células
positivas al RA del testiculo humano presentan una intensa inmunotincién; al contrario, si
disminuye la concentracion de PG21, es posible distinguir diferente intensidad de
inmunotincion del RA en los nucleos de las células de Sertoli relativamente proximos entre
si, mientras que no se aprecian variaciones del RA en las células mioides peritubulares v,
por el contrario, a bajas concentraciones de anticuerpo no se detecta RA en las células de
Leydig. Es mas, dentro del epitelio seminifero humano, la intensidad de la tincién de los
nacleos de las células de Sertoli es menor en los estadios V y VI del ciclo del epitelio de los
tubulos seminiferos, con respecto al estadio Ill; asimismo, en el estadio lll, la intensidad de
la tincion es mayor que en los estadios | y Il. Por todo ello, se puede concluir que la
expresion del RA en los ndcleos de las células de Sertoli humanas depende, al igual que ha
sido previamente demostrado en roedores, de la funcién del ciclo del epitelio serfiinifero.

Los andrégenos participan en mecanismos de regulacion no genémica en numerosas
células somaticas. En muchas de estas células, los andrégenos producen sefiales de
traduccion que actian sobre otros receptores de la superficie celular, los cuales regulan una
gran variedad de funciones celulafsAdemas de esta via alternativa de sefializacion
mediada por andrégenos, los andrégenos pueden actuar por una via clasica de estimulacion
del RA® De hecho, varios mensajeros secundarios pueden ser activados por los
andrdgenos, entre estos mensajeros se incluyen el AMPc, la fosfolipasa C y los iones de
ca*.**® cada uno de estos segundos mensajeros es capaz de activar multiples quinasas, una
de las mas importantes regulada por los androgenos es la denominada “cascada MAP
quinasa’e.’66 Esta serie de reacciones quinasas son capaces de alterar la actividad de
determinados factores de trascripcién que estan implicados directamente en la regulacion de

la expresion génici‘f".6 En concreto, se ha demostrado que los andrégenos son capaces de



Introduccién 7

regular la expresion del gen CREB mediante la via de las MAP quinasas, lo que ocurre en
aquellas acciones de los andrégenos sobre las células de Sertoli que no dependen de
regulacion gendmica. Esto es, en aquellas acciones que no dependen de la interacciones
determinadas por los genes que codifican el *RAEsta regulacion no clasica de la
expresion génica en las células de Sertoli es particularmente relevante, ya que puede
responder a la pregunta paraddjica de por qué la testosterona puede mantener la
espermatogénesis mas alla de la regulacion de los genes involucrados en la via de accion del
RA.*®® Es mas, esta accion no clasica en las células de Sertoli es un complemento necesario

a la accion clasica para mantener una espermatogénesis ccffﬁpleta.

En definitiva si bien los andrégenos son innecesarios para mantener la vida, los
andrdégenos si son necesarios para la propagacion de las especies y para el establecimiento y
el mantenimiento de la cualidad masculina, asi como para el soporte de su comportamiento,
su funcién sexual y de la masa muscifat.a testosterona actiia tanto como una hormona
que como una pro-hormona; la testosterona actla a través del RA y también por la via de la
5-alfarreductasa y curiosamente, activando la via aromatasa, la testosterona se puede
transformar en estrégeno y actuar mediante la estimulacién de precursores de estfogenos.
Pero ademas de dihidrotestosterona ligada, el receptor de estrégenos puede actuar como un
inhibidor de la accién estrogénitd. Por dltimo, los productos del metabolismo
androgénico pueden también participar en procesos regulatorios activos de hematopoyesis y
en la regulacion de ciertas enzimas hepéff@as.

RECEPTOR DE ANDROGENOS

La accion de los andrégenos, principalmente testosterona y 5-alfadihidrotestosterona,
esta mediada por un receptor proteico especifico 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 addlitel RA funciona como un factor de transcripcion
dependiente del ligando que regula la expresién de una gran variedad de genes diana, que
son muy importantes en el desarrollo de la pubertad y de la fertilidad del*v&nérel
testiculo humano, el RA se expresa en las células de Sertoli, en las células de Leydig y en
las células peritubularé@“. La forma no ligada del RA es una proteina citoplasmatica que se

transloca al nacleo, y es en el ndcleo, en conjugacion con otros factores de transcripcion y
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coactivadores, donde el RA regula la transcripcibn de genes diana que interaccionan
especificamente en mudiltiples procesos transcripcionales y post-transcripciorales.
Recientemente, se ha establecido que el locus del gen del RA tiene un peso de 90 kilobases
y ha sido localizado en la regién q11-12 del cromosoma X humat8La organizacion
genomica del RA tiene numerosos dominios estructurales de funciones especificas del RA,
lo que determina un equilibrio entre los ligandos agonistas y los antagonistas en el
movimiento intracelular del RA® De hecho, todos los androgenos actuan a través de un
anico RA intracelular que es sintetizado por un gen simple del cromosgﬁﬁED@en del

RA es una secuencia repetitiva de DNA localizada en el exdn 1 que codifica un tracto de
poliglutamina‘.12 En concreto, la actividad del RA esta regulada por un trinucle6tido CAG
polimérfico que se repite en el gen del KAEI gen del RA, localizado en el cromosoma

X, codifica una proteina con un peso molecular de aproximadamente 1£6°kBélo un

RA puede identificar y unirse a estos dos diferentes ligandos, testosterona y 5-
alfadihidrotestosteroni:>® Estas acciones androgénicas estan mediadas por la activacion
del RA gue es un factor de transcripcion nuclear que controla la regulacion de numerosos

14,115
genes. ™

Se han descrito un gran nimero de mutaciones de este gen en 2 diferentes exones: el 5
y el 73'%% Estas mutaciones pueden causar distintas anomalias fenotipicas del desarrollo
sexual masculin®®® desde fenotipo femenino hasta des-virilizacion o infertilidad

masculina 63"

En concreto, el sindrome de insensibilidad a los androgenos (AIS) es el
resultado de una resistencia androgénica, causada por una alteracion en los receptores de
andrdgenos, debida bien a una ausencia o bien a importantes anomalias cuantitativas o

cualitativas.

La pérdida completa de la funcién del RA es la causa de distintos tipos de patologias
genéticas incluyendo anomalias del RNAmM Spl?ciﬁe 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 idiopéatica o con
oligospermia® Las variaciones genéticas dentro de esta cascada de eventos pueden
interrumpir el normal desarrollo del varon y conducir a malformaciones de los genitales
externos o internos. '™ Ademas, existen dos tipos de patologias asociadas a anomalias

funcionales y estructurales relacionadas con el RA: la denominada enfermedad de Kennedy



Introduccién 9

(también conocida bajo el nombre de atrofia muscular espinal y bulbar (SBMA) -que sera

comentada posteriormente- y el cancer de pré&tita.

DESARROLLO TESTICULAR NORMAL Y SU REGULACION HORMONAL

La determinacion sexual en mamiferos ocurre a tres niveles: a) la segregacion de los
cromosomas sexuales, que determinan el sexo cromosomico; b) la expresion del gen SRY
del cromosoma Y, que induce la formacion del testiculo, lo cual es regulado por la hormona
antimulleriana (AMH); y c) la sintesis de la testosterona que determinara el desarrollo y la
maduracién del tracto genital masculino y del fenotipo masculino de los genitales

externos’

La diferenciacion sexual masculina normal es el resultado de la interaccion
sincronizada de complejos mecanismos que depende de un estricto control genético y

hormonaft*1®

La gbnada bipotencial se origina en los tubérculos genitales, bajo el control
de genes autosOmicos que, asi mismo, estan involucrados en la formaciéon de otros
6rganos.-***°la progresién hacia un testiculo diferenciado esta mediada por la activacion
de genes autosdémicos y gonosdmicos que conducen a la diferenciacion morfofuncional de
las células de Sertoli y de las células de Leytfij:> Se ha descrito recientemente un
incremento de alteraciones de la diferenciacion sexual masculina que incluyen hipospadias,
criptorquidia o micropenes y que se han relacionado con cambios quimicos ambientales que
afectan al desarrollo normal intrauterino del aparato reproductor mas&alina
diferenciacion sexual masculina es un proceso que depende de la accion normal de los

andrégenos y sobre todo del balance entre los niveles de andrégenos y de e§ffégenos.

En la especie humana, los andrégenos participan en la diferenciacion sexual prenatal y
postnatal, en el desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas masculinas secundarias y
durante la iniciacién y el mantenimiento de la espermatogéhdsikos andrégenos
representan un papel imprescindible en el desarrollo fetal huifamsta bien establecido
que en la especie humana, al igual que ocurre en otros mamiferos, las gonadas, los
conductos genitales internos y las estructuras que constituyen los genitales externos,
derivan de tejidos embrioldgicos 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 determinacion del sexo genético, esto es, el sexo genético es el determinante de la

diferenciacion de la goénada primordial hacia un testiculo o hacia un ovario, lo que se
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denomina diferenciacion gonacfgf Como previamente hemos comentado, el gen
relacionado con el cromosoma Y, el denominado gen SRY, actla como la sefal inequivoca
de la diferenciacion testicular, pero ademas, 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 (Wttl), el gen del factor
esteroidogénico (SF-1), y el denominado “SRY box related Gene 9 (S@% Bylemas de

esta expresion génica la produccion de hormonas por génadas diferenciadas es un proceso
gue determina también la diferenciacién de genitales externos e internos durante la vida
fetal y que determina el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios durante la
pubertaaa.02 La hormona antimilleriana (AMH) secretada por las células de Sertoli inhibe el
desarrollo de los érganos genitales internos femeninos; contrariamente, la testosterona
secretada por la células de Leydig induce la estabilizacién de los conductos wolffianos,
determinantes del desarrollo de los genitales masculinos internos; por ultimo, la
diferenciacion de los genitales masculinos externos requiere la transformacion de
testosterona en dihidrotestosterona, mediada por la enzima 5-alfarreductasa de tipo 2 que se
expresa en la piel genital y en el seno uroge??ﬁaTodos estos efectos de los androgenos
ocurren en presencia de un RA funciofial.

En los primeros momentos del desarrollo embrionario, la sintesis de los androgenos
esta inducida por la hormona gonadotropina corionica y por la LH. Pero ademas, 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 anomalias fenotipicas del desarrollo sexual ma?chkimoandrégenos -la
testosterona y la dihidrotestosterona- desempefian un papel crucial en el desarrollo de los
organos reproductores masculinos, tales como el epididimo, el conducto deferente, la
vesicula seminal, la prostata y el p&hE’'™®La testosterona es imprescindible en el
desarrollo y la diferenciacién de las estructuras derivadas de los conductos d&*wolf;
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 ur%"’énital.
Todas estas acciones estdn mediadas por la activacion del RA en estas diferentes
estructurad”* En la especie humana es crucial para el desarrollo gonadal la presencia de
una hiperplasia fisiologica de células de Leydig durante las semanas 14-18 de g@étacic')n.

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

que avanza la gestacidH.

Es mas, los andrégenos -interaccionando con el RA- determinan la morfogénesis del
tracto genital masculinG. El efecto de los androgenos estd 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 epiteﬁ’alniﬂntras que, en la regiéon
caudal de este conducto, los RA se expresan en la células mesenquimales embBfionarias.
Las vesiculas genitales estan inducidas morfogenéticamente por condensaciones activas de
células mesenquimales, mientras que las células epiteliales son primariamente negativas
para el RA’® Pero existen excepciones, asi, el apéndice testicular humano es un derivado
mulleriano y, sin embargo, sus células epiteliales superficiales son positivas para el receptor
de andrégenos, y también lo son, aunque con menor intensidad, algunas células del estroma
apendiculaf’’ EI RA ya se expresa inmunohistoquimicamente en la novena semana de
gestacion, tanto en el epitelio como en el mesénquima del seno urogenital y de los
conductos paramesonéfricos (mullerianos) y mesonéfricos (wolffianos) hufaBosndo
se compara la expresion del RA en el ovario y en el testiculo humano, se ha comprobado
gue ambas gonadas lo expresan en la novena semana de gestacién; no obstante, esta
expresion es mas evidente en el feto macho que en feto hembra humano a partir de la
décima semana de gestacion; por todo ello, el patrén especifico del RA implica un papel
fundamental en el desarrollo gonadal; sin embargo, la expresiéon del RA no es la llave

determinante de la diferenciaciéon gonadal huni&ha.

PATOLOGIA TESTICULAR

Mutacion del RA y Fertilidad

Existen numerosas hipotesis acerca del significado funcional de las mutaciones que
afectan al RA en relaciéon con las diferentes patologias testiculares, y de modo muy especial
el Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos (ﬁ?lS)e hecho, es extraordinariamente
atil el andlisis de la longitud del tracto CAG normal del gen del RA en relacion con los
diferentes tipos de patologias 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 maduracion de células gerﬁﬁﬁ'ajelss estos datos
sugieren que los pacientes infértiles con fallo testicular, sobre todo los que presentan
evidente hipoespermatogénesis, tienen una mayor predisposicion a presentar un tracto largo
de poliglutamina en el RA con respecto al grupo control; es mas, el polimorfismo presente
en el tracto CAG del RA puede contribuir a las alteraciones en la modulacion de la funcion
del receptor que condicionen subsecuentemente alteraciones en la espermatdgénesis.
Recientemente, algunas alteraciones moderadas o graves que afectan a la masculinizacion
del aparato genital se han asociado con una larga repeticion de poliglutamina del RA,
aungue aun se desconoce en qué medida contribuye esta larga repeticion a la etiologia y la
gravedad de las malformaciones genitales, o a las alteraciones en el descenso

62.163

testicular. Los resultados de este estudio sugieren la existencia de una etiologia

multifactorial en la que también influyen las alteraciones de la longitud de la poliglutamina
del RA162,163

Pero ademas de mutaciones del RA relacionadas con patologias de la fertilidad,
recientemente se ha identificado una regién del cromosoma Y relacionada con la
azoospermia, y denominado factor azoospérmico AZF; de este modo, las deleciones del
factor AZF de la subregion del cromosoma Y pueden estar presentes en un espectro variable
de alteraciones de la espermatogénesis que incluyen desde casos ligeros de
hipoespermatogénesis a una deplecién absoluta de células germinales, que son la causa de
infertilidad de estos varoné§. Para demostrar estos hechos, se han evaluado un grupo
control y testiculos de pacientes con sindrome de solo Sertoli idiopatico, con atrofia mixta y
con una espermatogénesis completa. En los pacientes que tienen microdelecion se ha
encontrado un didmetro de los tubos seminiferos significativamente menor, con respecto a
aquellos pacientes con atrofia mixtaLa microdelecién del cromosoma Y representa un
estadio intermedio entre el Sindrome de Solo Sertoli idiopético y una espermatogénesis
normal. De otra parte, en algunos casos se ha observado una delecibn de AZF con
mutaciones del gen del RA y del gen del receptor de'FSkdos estos datos sugieren que
las microdeleciones de una region comun del AZF del cromosoma Y conducen al desarrollo
de un estatus intermedio entre una completa espermatogénesis y un Sindrome de Solo
Sertoli idiopatico, lo que explica la presencia de alteraciones histolégicas heterogéneas en la
biopsia testicular de un determinado paciente, lo que podria indicar diferentes

comportamientos de los tubos seminiferos dispuestos en los lobulillos testiculares
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adyacenteé?1 Pero ademas, es importante destacar que la resistencia a los andrégenos
puede ser la causa del 40% de la infertilidad masculina idiopatica debida a azoospermia o a
oligospermia severa, sobre todo en aquellos casos en los que no existe una alteracion del eje

hipofisario testicular.

En definitiva, las alteraciones de la funcion 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”8&ffdtistas
alteraciones primarias de las células de Sertoli pueden influir en las alteraciones de la
espermatogénesis, dado que es necesario una normal proliferacion y funcién de las células
de Sertoli fetales para mantener una adecuada diferenciacion de las células germinales
totipotenciales en espermatogonias fetdleéd® En la senectud, los hipogonadismos
macroscopicos son poco frecuentes, la insuficiencia intermedia a los andrégenos es mucho
mas frecuente, especialmente en hombres de edad avanzada y en aquellos que reciben
tratamientos meédicos en enfermedades crc’)r’ﬁ’éappr lo que es posible que estos

individuos se beneficien de terapia androgénica adyu@l%fnte.

Receptor de Andrégenos y Envejecimeinto Testicular

En el hombre viejo, el mantenimiento de niveles séricos normales de testosterona
suele ser bastante constante; sin embargo, frecuentemente existe un incrementd’ de LH.
Aln asi, los niveles séricos de testosterona disminuyen progresivamente a medida que
avanza la edad, aunque los niveles encontrados pueden variar notoriamente de unos
individuos a otro&>° de modo gue la aplicacion terapéutica de geles de dihidrotestosterona
sobre la piel de los hombres viejos incrementa significativamente los niveles bioactivos
circulantes de andrégen65§. En la andropausia frecuentemente, la circulacion de
andrégenos bioactivos en hombres mayores de 50 afios y niveles séricos de testosterona
inferiores a 15 nM -cuando se realiza un tratamiento previo de estimulacién, o cuando los
niveles séricos de globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG)- son superiores a
30 nM; sin embargo, aun es prematuro precisar si estos cambios dependen de diferente
bioactividad o de la modulacién selectiva del ®A.

Dado que la accion ultima de los andrégenos estd mediada por el RA, es posible que

diferencias en la sensibilidad a los androgenos puedan contribuir a la variacion de los
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niveles de testosterona sérica y, en definitiva, a la retrorregulacion negativa de la
testosteron&? Por ello es interesante comparar la contribucién del polimorfismo de la
repeticion del trinucledtido CAG en la variacion interindividual, frente a los niveles de
testosterona, en personas de edad avariZafia. relacién con estos datos, es interesante
evaluar si existen cambios en la longitud de la repeticion de CAG en el exon 1 del gen del
RA y si éstos se asocian con incrementos de la trascripcién mediada pof%[]@ﬁeste

modo, se ha disefiado un estudio molecular en 882 hombres de edad comprendida entre 40 y
70 afos 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 albumina, en relaciéon con la edad y también en relacion con los
niveles basales de estas hormonas, determinados cuando estos pacientes eran mas jovenesy,
ademas, también se correlacionan con datos antropométricos; de hecho los niveles de
testosterona disminuyen cuando disminuye la repeticion de CAG. Todos estos datos
sugieren que los niveles de andrégenos estan modulados por el genotipo 'deSRA.
embargo, hasta el momento presente no se ha encontrado una asociacion significativa entre
la longitud de la repeticion de CAG del RA y los niveles de testosterona total y libre;
tampoco se ha encontrado relacion con los niveles de LH ni con el denominado indice de
AIS, que viene determinado por la multiplicacion de los niveles de testosterona f58eLH.
Tampoco se ha obtenido una relacién entre la densidad mineral 6sea medida en el antebrazo
con el polimorfismo de la longitud repetida de CAG del RA, ni con otros marcadores
bioquimicos de recambio 6s&€8. Por Ultimo, no se han encontrado diferencias
significativas entre la edad y el indice de masa corfﬁ?rﬁbdos estos hallazgos permiten
sugerir que el polimorfismo de la repeticion 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 minéral 6seo.

En la andropausia, por ultimo, un sistema de regulacion importante asociado
directamente con la edad es la interleukina 6 que se incrementa notoriamente cuando los
andrégenos declinan? por lo que la administracion de los androgenos en ancianos, siendo
muy adecuado, no es el Unico tratamiento posible de la andropausia, maxime si tenemos
presente que algunos andrégenos exdgenos pueden modificar deletereamente la evolucion
del cancer de prostata o de enfermedades del sistema cardiovascular; por ello, en estos

pacientes ancianos deben vigilarse ambos 6rganos cuando se administran terapias
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androgénica%l.0 El tratamiento del hipogonadismo primario o secundario con testosterona
esta bien establecido, aunque no se han investigado los mecanismos intimos que determinan
los bajos niveles de testosterona presentes en varones ancianos. Una serie de estudios bien
disefiados sugiere que la administracién de testosterona en hombres ancianos aumenta la
libido, incrementa las erecciones, aumentan la masa muscular y la densidad de
mineralizacién del huest? Asi mismo, la administracién de testosterona disminuye la
masa de tejido adiposo y los niveles de leptina en los hombres ancianos, o que mejora el
estatus de andropausia caracteristico en este grupo de poﬁ?éﬁémecesario investigar
posibles cambios de estos tripletes de CAG en pacientes de edad avanzada, mediante la
ampliacion por PCR de la region repetitiva CRES6Io algunos cambios relacionados con

la edad pueden asociarse con la longitud de las zonas repetidas de CAG, lo que sugiere que
este parametro puede desempefiar un papel en la diferente regulacion de las acciones de los
andrégenos en el hombre viéf&En concreto, el nimero de repeticiones de CAG se
incrementa a medida que avanza la edad y este incremento se correlaciona con alteraciones
patologicas que pueden padecer los pacientes, incluidos depresion, ansiedad, deterioro del

estado general, disminucion de comunicacién y, por ultimo, fallecimiento del pa’(?,?ente.

Receptor de Andrégenos y Alteraciones del Desarrollo Testicular

Esta 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, %%y también ser la causa de la infertilidad del vardviutaciones que codifican la
secuencia del gen del RA determinan un grado variable del sindrome de insensibilidad a los
andrégenos (AIS39 Estas mutaciones pueden darse en varios miembros de una misma
familia aunque en generaciones diferefteta mutacién del gen del RA o la
administracion de antiandrégenos 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 virilizacién; de hecho, frecuentemente se pueden observar hipospadias
debido a un defecto de la accién de los androgenos subsecuente a la mutacion de los genes
de 5-alfarreductasa-2 o del RA. Las alteraciones de la diferenciacion 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 milleriana, del gen del
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receptor de la hormona antimilleriana, del gen que codifica la sintesis de 5-alfarreductasa y,
sobre todo, de mutaciones del gen del ¥ALa criptorquidia y el micropene pueden
representar un fenotipo de intersexo incluso cuando aparecen como signos aislados, y en
estos casos como factor etioldgico suele involucrarse a las mutaciones del gen 5-
alfarreductasa-2, pero también puede deberse a mutaciones del gen del RA o a alteraciones
hormonales medioambientafé&.En un estudio de evaluacién de las posibles causas de
mutaciones del gen del RA en pacientes con criptorquidia aislada no se han encontrado
anomalias dentro del exén 8 del gen del RA, por lo que las alteraciones del gen del RA no
son la causa de la criptorquidia unilatéfar?’ En una misma familia con AIS el analisis
molecular de la secuencia del gen del RA revela en todos los pacientes una mutacion
puntual en el exdn 6, en el que se cambia la trionina por isoleucina en la posicién 800 del

codon®

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
comparacion del numero variable de repeticiones de CAG en el RA, en relacion con las
concentraciones de espermatozoides en hombres con pardmetros eyaculatorios normales. En
este trabajo, el analisis multivariante de la longitud de repeticiones CAG se correlaciona
significativamente con la concentracion de espermatozoides; sin embargo, paradéjicamente
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 %

Estos resultados indican que los hombres con repeticiones CAG cortas son
los que tienen las concentraciones mas altas de espermatozoides dentro de la poblacién de
hombres fértiles normalé! Asimismo, el polimorfismo del RA contribuye a una
espermatogénesis adecuada en los hombres normales y no tiene un papel predominante en la
infertilidad masculind® Ademas, 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 sindrome de solo Sertoli, con respecto al
hombre normaf? Dentro del tracto normal el triplete CAG esta inversamente relacionado

con la actividad transcripcional del RA.
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Receptor de Andrégenos y Criptorquidia

Esta bien establecido que la formacion de un testiculo a partir de una goénada
indiferenciada es el preludio de una serie de procesos que determinan la diferenciacion
sexual masculina y que dependen de la biosintesis y de la accién de los andfdd@has.
accion de los andrégenos puede ser modulada por un gen polimérfico, por lo que la
influencia de la repeticion poliglutamina del RA puede ser una causa multifactorial de
formas graves o menos graves de alteraciones de la masculinizaéficon el fin de
valorar el estado de masculinizacion de un vardn, es util determinar la proporcion entre
testosterona y androstenediona después de la estimulacion con HCG; esta proporcién esta
baja en los pacientes con déficit de 18 betahidroxiesteroidesidrogenasa, pero también esta
baja en otros pacientes con signos de desmasculiniZ&dionla mayoria de estos casos
son frecuentes las disfunciones de los RA, por lo que es recomendable la determinacién de
las alteraciones de estos receptores en aquellos casos que presentan anomalias en el
desarrollo testicular y sobretodo en los que presentan disgenesia teStibolasbstante,
aun 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 estd en parte controlado por la estimulacion andr8‘8él§i¢aun
estudio reciente, el 63% de los pacientes con testiculos localizados en el escroto tenian
niveles altos del RA; mientras que el 85% de los pacientes con maldescenso testicular tenian
bajos niveles del RA, y estas alteraciones eran aun mayores en los pacientes con testiculos
intrabdominale$?” Sin embargo, en un grupo de 21 pacientes con criptorquidia unilateral
no encuentran anomalias del gen de RA, por lo que no se considera como la principal causa
de la criptorquidia aislad®?’ Por otra parte, se ha sefalado que la longitud del segmento de
la poliglutamina del RA no influye en la gravedad de la desmasculinizacién o en el descenso

testicular, pero si contribuye a las anomalias genitales que presentan estos ﬁ)?fcientes.

En la criptorquidia, la pérdida de AMH puede tener un efecto paracrino que determine
posibles alteraciones durante el descenso testicular terr?BrSBohan realizado estudios
gue relacionan mutaciones del RA con alteraciones del descenso testicular, indicando
incluso que estos cambios pueden relacionarse con la posicion del testiculo o con las
anomalias de los genitales exterhbsEl gubernaculum testicular es una estructura
dependiente de andrégenos que desempefia un papel importante en la fisiologia del descenso
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testicular-* debido a gue el gubernaculum es una estructura rica en RA; por ello, llama la
atencion que el descenso transabdominal del testiculo parezca ser un proceso que no
depende directamente de los andrégé??oEstudios inmunohistoquimicos realizados en
testiculos criptorquidicos abdominales e inguinales demuestran una disminucién del RA en
el gubernaculum testicular, con respecto al grupo cofifrEktos datos permiten establecer

la hipétesis que postula que una estimulacién directa de los andrégenos sobre el
gubernaculum testicular humano probablemente determinaria un incremento de los
polisacaridos, lo cual conduciria, a su vez, a un hinchamiento del gubernaculum, con
ulterior dilatacion del canal inguinal, facilitandose asi el descenso testféuarmas, es
posible que ocurran procesos multifactoriales que afecten cualitativa o cuantitativamente al
RA y que influyan en el descenso testicular transingdfiila presencia de una produccion

de andrdégenos normales y de un RA normal en pacientes con maldescenso testicular,
sugiere que la relacién entre el descenso testicular y las anomalias genitales constituyen

unos procesos multifactoriales muy complejos y ain no muy bien prec’rg?idos.

Receptor de Andrégenos y Sindrome de Insensibilidad a los Androgenos

El sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos (AlS), conocido también como
Sindrome de feminizacion testicular, esta relacionado con el seudohermafroditismo
masculino, que clinicamente se reconoce en pacientes con fenotipo fetiergeo.
caracteriza por una resistencia, en organos periféricos, a la accién de los andrégenos y esta
alteracion 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 mutacion o inactivacién del receptor de LH y la deficiencia
de la 5-alfarreductasa tipo®2> La incidencia del AIS se ha cifrado en 1:20.400 recién
nacidos'® 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 inguinjﬁl.La mayoria de los cariotipos de estos pacientes es 46 XY,
aunque también se han publicado casos de mosaicismo cromo&biHi&m la mayoria de
los pacientes con AIS, los testiculos se encuentran alojados en la cavidad abdominal y
menos frecuentemente en el conducto ingL}thabr ello, cuando ocurre feminizacion, es

aconsejable extirpar los testiculos en la pubertad y asi disminuir el riesgo de ng%plasia.
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Se han realizado revisiones amplias de la biologia molecular det*AfS°y,
aunque en los pacientes con AlS se han descrito mas de 150 mutaciones diféfesues,
cuatro los tipos fundamentales de mutaciones del RA: 1) una mutacion puntual sencilla
consistente en la sustitucion de un solo aminoacido o en una parada prematura de la
expresion de su codon; 2) insercion o delecion de nucledtidos; 3) una delecion completa o
parcial del gen, y 4) una mutacién intronica que afecta a la secuenciacion 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 ambigiedad
verdadera de los genitales externos y una feminizacién incompleta en la ptBéft4s!.

CAIS es una forma de pseudohermafroditismo masculino causado por un defecto del RA, en
concreto por la mutacién de un gen localizado Xql11-12 lo que determina el desarrollo de
pacientes con fenotipo femenino, pero con cariotipo masculino 46E$¥0s pacientes con

CAIS presentan genitales ambiguos, sin embargo el cariotipo es 46 XY por lo que se les
atribuye un sexo masculif®.Una variante del CAIS es el también denominado sindrome

de feminizacion testicular, que es el resultado de una ausencia de la accién de los
androgenos sobre los érganos didfa. Dentro de este sindrome se han descrito dos
variantes principales: una en la que no se detecta el RA intracelular especifico 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 p%‘éﬁ?ivo.

En el CAIS, el fenotipo mas caracteristico consiste en la presencia de genitales
externos femeninos, una vagina corta y frecuentemente hendida, ausencia de estructuras
derivas del conducto de Wolf, ausencia de préstata, desarrollo de ginecomastia y ausencia
de pelos axilares o pubian%?sf’.3 El estudio histolégico de las génadas de estos pacientes
con CAIS demuestra cambios semejantes en testiculos criptorquidicos, aungque en algunos
casos las lesiones suelen ser menores e incluso no diferir en los primeros estadios evolutivos
de la histologia del testiculo de un nifio norfr@in embargo, los cambios histolégicos en
el testiculo extirpado de pacientes adultos con AIS son similares al de algunas

criptorquidias®>?*?

aungue también pueden semejarse a un testiculo inmaduro e incluso a
un testiculo infantil normal. Los adenomas de células de Sertoli son frecuentes en los

testiculos de estos pacientes, aunque se consideran algunas diferencias histoldgicas
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testiculares entre las formas completa e incompleta de AIS y que han sido publicadas en
estudios clésico%:g’“Trabajos posteriores de amplias series de pacientes concluyen que no
hay diferencias histologicas en los testiculos entre los dos tipos &°ms los pacientes

con CAIS, tanto los niveles de testosterona después de la estimulacién cChcbi@G la
testoterona basal estan elevados en la edad pﬁ%%zraiientras que los niveles basales de
gonadotropina$ pueden ser normales, aunque también pueden encontrarse niveles elevados
de la LH3*** 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
estan 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 esta ligeramente

aumentado en todos los pacientes. Durante la lactancia suelen ser nofmales.

En AIS, los niveles séricos de testosterona son generalmente normales, pero los
niveles de LH estan frecuentemente elevaifds® estas alteraciones pueden ser debidas a
anomalias del gen del RA que determinan una resistencia a los androgenos en érganos
periféricos’*>%?*%2>%Con todo, se ha publicado que la concentracién de la testosterona en la
vena testicular es el doble que la concentracion de testosterona en la sangre periférica, lo
gue indica el mantenimiento de la sintesis y secrecion de testosterona en estos bsa{cientes.
El incremento de estradiol puede ser el resultado de un incremento de la sintesis de esta
hormona en los testiculd¥, puesto que los niveles de FSH en los pacientes con AlS son

normales; en estos casos puede existir una alteracion de la iffiibina.

Histopatoldgicamente, en los pacientes adultos con AIS se observa una disminucion
del volumen testicular y una alternancia de areas nodulares con areas difusas. El diametro
tubular estd significativamente disminuido y la densidad del volumen de los tdbulos
seminiferos esta atn mas redudz>*#**"Un hallazgo caracteristico es la presencia de
un patrén de solo Sertoli con intensa expresion de filamentos intermedios de vifi&htina.
254236251\ 0 existen células germinales ni tampoco células de carcinoma in situ. Ademas, la
lamina propia generalmente es muy delgada y contiene células peritubulares escasamente
inmunotefiidas con inmunotincion de actina y dispuestas en una capa disc¢ohtitua.
nifios con AIS, las lesiones histoldégicas cambian, caracterizandose 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 caracteristicas, los
denominados nodulos hamartomatosos y los denominados adenomas de células de
Sertoli?® Los hamartomas estan formados por tubos seminiferos solidos con células de
Sertoli inmaduras asociadas a células de Leydig y a fasciculos de musctid Hists
hamartomas suelen ser multiples en el 63% de los casos con AlS y son bilaterales en el 40%
de los caso®’ Los adenomas de células de Sertoli estan constituidos por tibulos muy
pequefios de células de Sertoli inmaduras, siendo escasas las células de Leydig. Adenomas
de células de Sertoli se observan en el 23% de los pacientes c6fi AtS. lesiones
histopatoldgicas aparecen prematuramente en la infancia, aunque incrementan con la edad
de los pac:iente7s:r’;6 asimismo, las lesiones son mas intensas cuando el testiculo de los
pacientes de AIS esta localizado intrabdominalm?eeﬁmunque existen nifios con AIS que
pueden presentar un testiculo practicamente normal, a medida que alcanzan la pubertad el
testiculo se atrofia’® disminuyendo significativamente el nimero de espermatogonias
durante el desarrollo prepubefai?>*2°0-2°726927&; hian ha sido descrito el desarrollo de
tumores en pacientes con AIS>?%%"® estos son excepcionales en pacientes
prepuberale&>?*2°°2'En g| AIS existe un incremento en el nimero de células de Sertoli,
lo cual ha sido encontrado previamente en los nodulos de solo Sertoli presentes en los
testiculos criptorquidico7§.° La presencia de una pared peritubular hialinizada en el AIS es
muy evident&>?2**#%%7 herg esta lesion también se puede ver en biopsias de
infertilidad?*® en testiculos de hombres ancidfloy en pacientes criptorquidicos cuyo
testiculo se extirpa después de la pubettath*?°***"La mayoria de los pacientes con AIS
tienen hiperplasia de células de Leyif}2°%2°42°0257:20921 | se puede relacionar
con las importantes alteraciones de la regulacion del eje hipotdlamo-hipdéfiso-testicular, lo
que frecuentemente se observa en estos pacféhtdslemas, las células de Leydig
inmaduras presentes en el AlS se parecen a las células precursoras de Leydig observadas en
testiculos infantiles normalé¥’ En el intersticio, las areas de fibrosis presentes en & AIS

36.178 pueden continuarse con areas semejantes a estroma ovarico, hallazgo muy frecuente

del testiculo de estos pacientb&27°

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

aunque en la mayoria de estos pacientes predomina la apariencia femenina con genitales
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ambiguos, mientras que en otros casos existe un predominio del fenotipo masctilino.
Cuando llega la pubertad, se produce también una elevacion de los niveles séricos de
testosterona, de LH y de estradfol’ En algunos pacientes con IAIS, se obseva desarrollo

de tumores de Leydig en ambos testictfdDe otra parte, existe una variante clinica
peculiar del AlS, denominada enfermedad de Kennedy, en la que se asocian alteraciones
del desarrollo neurolégico, caracterizadas por atrofia muscular, bulbar y espinal, y en estos
pacientes pueden existir anomalias cuantitativas del RA que se relacionan con la gravedad
de los sintomas del AIS? En todos estos casos de sindrome de Kennedy existe una
correlacion entre la longitud repetida de CAG y el desarrollo temprano de enfermedad
neuroldgica, por lo que se demuestra que esta enfermedad tiene una relacion directa con la
alteracion de la secuencia del RAPor ultimo, se ha descrito todo un espectro de
individuos con sintomas intermedios de AIS en los que el diagndstico se descubre en la
evaluacion de una infertilidad de causa descondéifdentro de estas variantes clinicas,
caben destacar varios estudios de pacientes con hipospadias graves y criptorquidia bilateral
en los que pueden existir alteraciones del'RAncluidas la mutacion puntual en el exén

8" no obstante, en la mayoria de los casos de hipospadia no se encuentran mutaciones
especificas, por lo que es necesario establecer criterios genéticos que permitan clasificar y
tratar correctamente a estos pacie?ﬂ%&g Todo este espectro de enfermedades permiten
concluir que las variaciones fenotipicas en los defectos moderados del RA podrian
permanecer sin detectarse, incluso durante la exploracién clinica en individuos adultos con
A|S.90'15

La presencia de derivados miillerianos en pacientes con AIS es un hallazgo clinico
relativamente poco frecuerffeAsimismo, existen algunos pacientes con AIS en los que,
ademas de mutaciones del RA, existen alteraciones en la sintesis o en los mecanismos de
accion de la hormona antimilleriana. 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 somaticas del

testiculo de estos pacientes sean positivas & RA.

Numerosos estudios han demostrado una considerable heterogeneidad en la expresiéon

del RA, tal como se ha demostrado desde estadios precoces del desarrollo del cancer de
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prc')stata?. En los pacientes con IAIS, el estudio de la secuenciacion directa de los exones que
codifican el gen del RA generalmente no revelan anomalias de esté Eemas, defectos
parciales de la funcion del RA estan causados por sustituciones de aminoacidos en el
dominio hormonal activo del receptor de andrégenos en la cadena del EMds defectos
parciales funcionales del receptor pueden determinar claramente cambios funcionales, pero
también alteraciones cuantitativas en la abundancia del reg'éjﬁtoDe 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 anomalias estructurales del RA en
pacientes con CAIS RA positiv8 Sin embargo, la disminucion de la afinidad por la 5-
alfadihidrotestosterona probablemente no explique la pérdida total de la accion androgénica
en estos pacienté % En definitiva, existen multiples 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 posftivé.

Receptores de Andrégenos y Sindrome de Klinefelter

El sindrome de Klinefelter es una de las causas genéticas mas comunes de infertilidad
masculina® de hecho, es la causa méas 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 infertilidaf>**°Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de uno
0 varios cromosomas X extras en varolésunque se desconoce si el cromosoma X extra
es de origen materno o paterfitz?*® no obstante, la secuenciacion del cromosoma X
sugiere que el origen de este cromosoma X extra procede de una ausencia de la disyuncion
materna en la meiosis {1+ El error en la meiosis Il sugiere que la base de la homozigosidad
proviene de una mutacion del locus del RAEN los pacientes de sindrome de Klinefelter
con mosaicismos, la inactivacion del cromosoma X podria explicar, en parte, el espectro de
sintomatologia clinica, tanto en relacion con la deficiencia mental, como con las

alteraciones fenotipicas observatfag?®

Histopatologicamente, en los pacientes adultos con sindrome de Klinefelter, los tubos
seminiferos estan completamente hialinizados o esclero¥4dbtas células de Leydig
forman grandes actimulos entre los tubos escleroéidpsas fibras elasticas de la tinica
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propia estan ausent&sLa membrana basal aparece muItiestratifiégdy en ella se
deposita un material electrodenso finamente granular. Todos estos datos indican que las
lesiones son muy importantes e irreversiBié&’ No obstante, algunos pacientes pueden
presentar diferenciacion parcial de la linea germinal, e incluso, excepcionalmente una
espermatogénesis casi compiléfelo qgue explica la identificacion de espermatozoides en el
seminograma de pacientes 47 XXY. Puesto que el dafio testicular en los pacientes con
sindrome de Klinefelter estda en relacion con la presencia de un cromosoma X
supernumerario, se ha sugerido que en estos pacientes con espermatogéneis existiria
también un patrén de mosaicismo cromosomico en las células del epitelio germinal, lo que
explicaria los casos excepcionales de paternidad en pacientes con sindrome de

Klinefelter 2%’

Existen evidencias de que son las células de Sertoli las que estan primariamente
lesionadas en los pacientes con sindrome de Klinefelter. Estas células son generalmente
cromatina sexual positiva, pero un pequefio numero 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 seminiferos con solo células de Cerwii:
células de Sertoli adultas y con células de Sertoli inmaduras —disgenzéfiEmas células
inmaduras ultraestructuralmente presentan escasas organelas, y aunque se ven mitocondrias
elongadas, RER vy cristales de Charcot-Botté¢feson excepcionales las laminillas anulares
RER®y los denominados esferidios nucleares son poco promirféhts;embargo, los
filamentos intermedios son numerosos, se ven vacuolas intracitoplas?‘?l%;’rcaxisten
interdigitaciones de la membrana y uniones estrechas. Las células de Leydig también estan
notoriamente alteradas en el sindrome de Klinefelter: el citoplasma es eso$ihgfilas
mitocondrias poco abundantgs.En un pequefio numero de pacientes la hiperplasia de
células de Leydig es mas moderadad.a mayoria (50 y 90 %) de las células de Leydig
estan anormalmente diferenciadas —células de Leydig disger?é?immque también se
pueden observar células de Leydig multivacuoladas e inmaduras en variable proporcion,
siendo muy escasas las células de Leydig normales. En el 40-70 % de las células de Leydig,
la cromatina sexual es positi%. La funcién de las células de Leydig, a pesar de la
marcada hipertrofia o hiperplasia, es inadecuada, de modo que los niveles de andrégenos
séricos en estos pacientes son muy inferiores a los del hombre fidrgidtien no se ha

dilucidado si existe una correlacion evidente entre la gravedad de la hialinizacion tubular y
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de la hiperplasia de células de Leydig y el grado de androgenizacion de estos pacientes,
cabe la posibilidad de una relacion entre la intensidad de las alteraciones hormonales y el
mayor nuamero de variantes cromosonfitds® en estos pacientes. Los hallazgos
ultraestructurales sugieren la posibilidad de una sintesis de esteroides alterada o
modificada®*?*"*")puesto que, si bien en las células de Leydig normales el tratamiento con
gonadotropinas provoca un aumento de lipofucsinas, su escasez en el sindrome de
Klinefelter sugiere un efecto gonadotrépico dismindido,lo gue indicaria una
irreversibilidad de las alteraciones funcionales de las células de Leydig en el sindrome de

Klinefelter31°

En definitiva, los hombres con Sindrome de Klinefelter presentan hipogonadismo,
alteracion de la espermatogénesis y deficiencia de andré]déryoe,xisten importantes
variaciones de los niveles HEG y testosterona en los pacientes addltes embargo, en
pacientes XXY infantiles, los niveles séricos de FSH, LH, inhibina B y AMH no difieren de
los controles. En estos nifios con sindrome de Klinefelter, aunque la secrecion de
testosterona esta alterada, la normal secrecion de inhibina B y de la AMH no permite
dilucidar cual es el mecanismo intimo que determina la disminucién de la funcién de las
células de Sertoli después de la pubeﬁ_’gcﬂin un estudio reciente, no se han encontrado
alteraciones del gen del RA, pro lo que, en principio, no constituyen un factor importante en

el dafio de la espermatogénesis en los pacientes con sindrome de KliHefelter.

FINALIDADES DEL PRESENTE ESTUDIO

Recientemente se ha acufiado el término de sindrome de disgenesia testicular, con el
fin de integrar una serie de enfermedades primarias del testiculo humano que se pueden
presentar aisladamente, pero que mas frecuentemente se pueden presentar asociadas en un
mismo paciente; entre estas enfermedades destacan la criptorquidia, la hipospadia y el
cancer de células germinales testiculares, asi como algunos pacientes con bajo recuento de
espermatozoides de causa no conocida, de modo que se puede hipotizar que estos casos
tienen en comun alteraciones funcionales de las células de Sertoli y, posiblemente, de las
células de Leydig que ocurren ya desde la vida &t&n estos casos, la desdiferenciacion
morfoldgica y funcional de las células de Sertoli es evidente, por lo que se puede concluir
que esta alteracién de la maduracion de las células de Sertoli puede ser la causa comun,
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aungue todavia desconocida, de las alteraciones del aparato reproductor masculino humano

que se expresan a lo largo de la Vitfa.

Sin embargo, en la actualidad el reemplazo correcto de testosterona y los sintomas de
deficiencia de andrégenos no han tenido efecto en la infertfifdaa. informacion gue se
tiene sobre las grandes variaciones del desarrollo de estructuras dependientes de andrégenos
en un mismo individuo o en diferentes individuos, y la poca respuesta a la accion de dosis
grandes y prolongadas de testosterona han sido interpretadas como una disminucion de los
RA dependientes del hipotdlamo, de los tejidos periféricos, o del propio testiculo que induce

genéticamente una alteracion de la receptividad.

Por ello, en el presente estudio se pretende evaluar el papel que desempefia la
expresion del RA en relacion con los estadios madurativos del epitelio seminifero, con los
cambios tubulares que experimenta el testiculo desde el desarrollo neonatal hasta la
senectud y, por dltimo, en relacion con las lesiones de las células de Sertoli en pacientes

criptorquidicos con extirpacion del testiculo después de la pubertad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

Existen relaciones de la expresion del receptor de andrégenos en las cébdesldeon la
regulacion de l&spermatogénesis y con las diferentes fases del desarrollo e involucion del
testiculo en hombres normales y con patologias congénitas testiculares.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinacion de la expresion del receptor de andrégenos en los nucleos de las células de
Sertoli en las diferentes fases del desarrollo e involucién del testiculo del hombre normal y

en patologias congénitas testiculares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

PRIMERO. Valoraciéninmunohistoquimica de los receptores de andrégenos en las células

deSertoli de testiculos infantileguberales y de adultos normales.

SEGUNDO. Valoraciéninmunohistoquimica de los receptores de andrégenos en células de

Sertoli en la involucion testicular con la senectud.

TERCERO. Cuantificacionmicrodensitométrica de lemmunoexpresion del receptor de
andrdgenos en las células Sertoli de testiculos de hombres adultos normales en relacion

con los diferentes estadios madurativos del epitelio seminifero.

CUARTO. Cuantificacién microdensitométrica de lanmunoexpresién del receptor de
andrégenos en las células Sertoli de testiculosriptorquidicos extirpados después de la

pubertad.

QUINTO. Valoraciéon de lanmunoexpresion del receptor de andrégenos en las células de
Sertoli de testiculosriptorquidicos extirpados en pacientes diagnosticados de sindrome de

insensibilidad a los andrégenos.
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SEXTO. Valoracion de lanmunoexpresion del receptor de andrégenos en las células de
Sertoli de biopsias testiculares realizadas en pacientes diagnosticagdoslrdene de
Klinefelter.

SEPTIMO. Deteccion del receptor de andrégenos mediante métod®SRleen piezas de
orquiectomia extirpadas en pacientes con criptorquidia, con sindrome de insensibilidad a los

androgenos y en casos de autopsia sin patologia testicular.
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MATERIAL

En este estudio, se ha evaluaddRél en las células d&ertoli, utilizando tejidos
histolégicos previamente fijados en formol e incluidos en parafina, procedentes de los
archivos de la Unidad de Histologia de la UAM, del Hospital Universitario La Paz de
Madrid (UAM) y del hospital universitario de Guadalajara (U. Alcald). Se han seleccionado

casos de diferentes edades, tanto normales como patolégicos.

Grupo |. Testiculos humanos normales infantiles para el estudio comparativo de la

expresion deRA.

Se utilizaron 5 testiculos y 1 epididimo, obtenidos durante la autopsia de nifios
fallecidos por diferentes causas, pero sin alteracion de los 6érganos genitales. Edad promedio

3,1 afnos.

Grupo Il. Testiculos humanos durante el perigudoeral temprano normal, para el
estudio comparativo de la expresion Bél.

Se utilizaron 4 testiculos procedentes de igual nimero de autopsias de nifios fallecidos

por causas que no comprometian lesiones de las génadas. Edad promedio 8,8 afios.

Grupo lll. Testiculos humanos normales durante el perjpaloeral tardio, para el

estudio de la expresion deA.

Se utilizaron 8 testiculos procedentes de igual nimero de autopsias de nifios fallecidos
por causas en las que no se reconocen lesiones primarias, ni secundarias, ni alteraciones
funcionales testiculares. Edad promedio 14,1 afios.

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

estudio de lanmunoexpresion ddRA en las células dsertoli.

Se utilizaron 8 testiculos normales, procedentes de igual nUmero de autopsias de
hombres adultos, fallecidos por diversas causas, pepagifogias primarias o secundarias

del aparato genital. Edad promedio 42,1 afios.

Grupo V. Testiculos de hombres de edad avanzada, para valoranimoexpresion

del RA en relacién con las lesiones del epitelio seminifero.
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Se utilizaron 6 testiculos normales de igual nUmero de pacientes ancianos, procedentes
del archivo de biopsias y autopsias del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital
Universitario La Paz de Madrid (Edad promedio 73,5 afios), y 5 testiculos procedentes del
archivo de biopsias y autopsias del Servicio de Anatomia Patol6gica del Hospital

Universitario de Guadalajara (Edad promedio 70,2 afos).
Grupo VI. Testiculogriptorquidicos humanos, para el estudioRial

Se utilizaron los testiculos extirpados en 17 pacientes con criptorquidia unilateral; las
orquiectomias se realizaron en los Servicios de Urologia de los Hospitales La Paz y de

Guadalajara (Edad promedio 19,7 afios).

Grupo VII. Testiculos de pacientes diagnosticados de sindrome de insensibilidad a

los andrégenos, para el estudio H#.

Se utilizaron ambos testiculos extirpados en 6 pacientes con criptorquidia bilateral y
CAIS; lasorquiectomias se realizaron en el Servicio de Urologia del Hospital La Paz (Edad

promedio 12,7 afios).

Grupo VIII. Biopsias testiculares obtenidas en pacientes diagnosticados de sindrome

deKlinefelter, para el estudio d&lA.

Se utilizaron pequefias muesttailares de parénquima testicular en 9 pacientes
clinica y genéticamente de sindromeKdiaefelter; las biopsias se realizaron en el Servicio

de Urologia del Hospital La Paz (Edad promedio 34,2 afios).

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

andrégenos por métodos BER.

Se obtuvieron con emicrotomo cortes gruesos de parénquima testicular para la
extraccion delDNA e identificacion del receptor de andrégenos PGR, evaluando 14
pacientespostpuberales diagnosticados de criptorquidia unilateral, 4 casos diagnosticados
de sindrome de insensibilidad a los andrégenos y, por ultimo, 3 piezaguiectomia
(grupo control) extirpadas para terapia hormonal del cancer de prostata. Como control
positivo, se utilizoé piel humana masculina.
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METODOS

Métodos de Estudio Histolégico General
Fijacion de las Piezas

La mayoria de las piezas degquiectomia se fijaron por inmersiéon en formol neutro
taponado al 4%, durante 72 horas, pero algunas piezas quirargicas y las correspondientes a
las biopsias del grupo control se fijaron en liquido Bleuin, fijador habitual de
conservacion de todas las biopsias testiculares obtenidas en nifios y en pacientes adultos

para la evaluacion diagnosticgrondstica de la fertilidad.

Formol tamponado:

Fosfatomonosddicomonohidrato 4.00¢
Fosfatodis6dico anhidro 6.50 g
Agua destilada 900 mi
Formol puro CH20 40%) 100 mi

Liquido de Bouin:

Acido picrico a saturacion en agua destilada 750 ml
Formol puro (40%) 250 mi
Acido acético glaial 50 ml

Métodos de Secciones cdficrotomo y Tinciones Histologicas

Las piezas deorquiectomia y de autopsia fueron seccionadas en cortes
perpendiculares a todo lo largo del eje mayor del testiculo, con un espesor de cada seccion
macroscopica de alrededor de 3 mm. A continuacion, se procedio a la inclusion en parafina,
bien de toda la pieza en los casos pediatricos, o bien de secciones seleccionadas al azar
(siempre en numero superior a 6 cortes por testiculo) en las piezas extirpadas en pacientes
adultos. De otra parte, las biopsias testiculares fueron inclni¢ei®, debido a su pequefio
tamafo. Todas estas piezas fueron incluidas en parafina en el procesador de tejidos marca
AutotechniconDuo®, lo que permitio realizar la deshidratacion de las secciones fijadas
mediante pases consecutivos en alcohol de concentraciones crecientes (70%, 96% y alcohol

absoluto) y aclarado posterior en acetatddio, dando dos pases de una hora cada uno.
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Finalmente las seccionésulares se incluyeron en parafina liquida (punto de fusion 60° C)

durante dos horas.

Una vez realizados los bloques de parafina, se obtuvieron 5 cortes seriagos de 5
espesor, mediante umicrotomo de la marc&rnnstLeitz GMBH (Typ 1212)Wetzlar
Germany®, y las secciones se desparafinarorxileh se hidrataron en alcoholes de
concentraciones decrecientes y se tifieron con Hematoxilina-Eosina (HE), PAS (acido
peryodico y reactivo d8chiff, con y sin digestion por la diastadaromico deMasson y
técnica de fibras elasticas con coloracion de @@sen EVG), siguiendo los métodos
histologicos habituales. Las preparaciones de HE recién tefiidas se aclararon en agua
destilada. Como método de montaje para todas las técnicas histologicas se utilizé la resina

sintéticaDePex Probus, Badalona).

Métodolnmunohistoquimico para la Deteccidon del Receptor de Androgenos

Se ha utilizado el métodamunohistoquimico dé&streptavidinaBiotinaPeroxidasa
para evaluar la expresion d&8A en los diferentes grupos, control y de patologias
testiculares estudiadas, mediante el anticuerpo monockmaRA (Dako, Glostrup,

Denmark), diluido habitualmente a 1:500.

Para realizar el métodamunohistoquimico de deteccion de la expresiorRdel se
obtuvieron cortes de gm de grosor del material incluido en parafina y se colocaron en
portaobjetos tratados previamente copdlHisina (SigmaSt Louis) durante 24 horas, con

el fin de adherir mejor el corte al portaobjetos.

Las secciones se procesaron con el métoddesteeptavidinaBiotinaPeroxidasa
(ComplejoSBP), siguiendo el método geneirahunohistoquimico, descrito por Haucon
las modificaciones habituales de nuestro Iaborafé?ique se especifican a continuacién: se
realiz6 ladesparafinacion completa de las secciones, seguido de la hidratacion en alcoholes
decrecientes hasta el agua destilada. A continuacion se procedié a la inhibicion de la
peroxidasa enddégena de los tejidos mediante peréxido de hidrogeno al 3% a temperatura
ambiente durante diez minutos. Los cortes se lavaron en buffer fd3B3) & temperatura
ambiente,pH 7,4, durante 5 minutos. Se procedié al desenmascaramien&pittgbo
mediante tratamiento por calor; para ello, las preparaciones se introdujeron en buffer citrato

apH 7,6 y se realiz6 el tratamiento caricrondas en dos pases de 2,5 minutos, procurando



Material y Métodos 35

gue 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 continuacion, se realizé un lavado rapido, dos minutog£) en H
destilada para retirar sbbrenadante del buffer citrato. Lavamos las preparaciones en dos
pases de 5 minutos en bufféBS, pH 7,4. Seguidamente, realizamos el bloqueo de las
inmunoglobulinas inespecificas de los tejidos con suero bovino normal durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se extrajosebrenadante del suero bovino, sin lavar nunca entre
este paso y el siguiente. A continuacién, afiadimos el anticuerpo preméiA, diluido a

1:500, en una solucion d@BS+ BSA al 1%. El anticuerpo primario se incubo6 durante toda

la noche a 4° C en camara humeda. Las secciones se lavaron en tres pi&®sdie5
minutos cada uno, a temperatura ambiente. Se afiadi6 a las secciones el tiotipigdo
anti-raton, con una dilucion 1:200, durante 20 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se lavaron las preparaciones en tres padeBSjedurante 5 minutos cada

pase y a temperatura ambiente. Se incubaron las preparaciones en el complejo
EstreptavidinaBiotinaPeroxidasa$BP) Zymet, San Francisco, USA ) durante 30 minutos

a temperatura ambiente. Realizamos tres lavadosPBS durante 5 minutos. La
inmunorreaccion se revelé catiaminobencidina (SigmaSt. Louis, USA ) (30mg de
diaminobencidina en 10 ml de buffers-HCI, apH 7,4 y con HO, al 0,015 %). El tiempo

de revelado comliaminobencidina es de 3 minutos. A continuacion, se hizo una tincion
nuclear con hematoxilina delarris. Las preparaciones se lavaron con abundante agua
destilada, se deshidrataron en etanol en concentraciones crecientes, y se montaron en la

resina sintétic®ePex.

MétodosMorfométricos

Valoracion microdensitométrica de la expresion deRA

Se ha realizado un estudio prospectivo de la cuantificamiérodensitométrica de la
intensidad de expresion delA, en relacion con los diferentes estadios madurativos de los
tubos seminiferos normales; asi mismo, se ha cuantificado tambi® eh diferentes
patrones de lesiones tubulares de frecuente observacion en los testiculos de pacientes
ancianos. Por ultimo, la expresion deA se cuantificOmicrodensitométricamente en

diferentes patrones tubulares de distintas lesiones de testidptosquidicos.
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Para el estudionicrodensitométrico, se ha seleccionado una preparacion histologica
representativa de cada caso, en la que se comprobd una correcta realizacion del método

inmunohistoquimico para la deteccion B&.

Se han fotografiado entre 25 y 50 campos representativos de las diferentes lesiones
encontradas, procurando que la eleccion de estas lesiones fuera al azar en cada caso. Las
imagenes histoldgicas fueron capturadas con el objetivo de 40X de un micrdssiopio
asociado a una camara digitadica CD200. En cada uno de estos campos se han tomado
mediciones mediante el analizador de imagdresa con el programa informatidceica
DC-Viewer. Para ello, se tomaron las medidaisrodensitométricas de alrededor de 20
puntos en cada nucleo de las célulasedoli, y se calculd el valor medio por nicleo de la
intensidad de expresion dRIA, esto es, se obtuvo la densidad Optica integradd)(del
programa informéticd_eica Qwin, expresada en unidades arbitrarias, de la expresion del
anticuerpoanti-RA, en relacion con las areas especificas de cada estadio madurativo de la
espermatogénesis, o de cada lesién especifica del epitelio seminifero. Se ha usado un
Microdensitometro estatidoeica que esta conectado a una camara diggiah en color, de
alta precision, y un analizador de imagenes digitalizadas, con un programa informético

especifico dé.eica para las cuantificaciondensitométricas.

De cada determinaciomicrodensitométrica en cada medida nuclear de la expresion
del RA, se obtuvieron tres registros (canales) de deB (rojo, verde y azul); a cada uno
de estos canald®GB, el sistema informatico le aplicé una escala numérica de 0 a 255, de
modo que la mayor intensidad de color de cada canal estaria en el nUmero arbitrario 0 y la
minima intensidad de color para cada registro estaria en 255. Dado que la escala numérica
es inversamente proporcional a la intensidad de color, la altura de las barras de los graficos
se ha representado con el numero inverso de lamifiewdensitométrica; sin embargo, en
las tablas se conserva la cifra emitida por el programa informaica QWin. De cada
fotografia, ademas de las mediciones de los nucleos de las cél8kgalie se tomaron 100
mediciones del valor “blanco”, esto es, del fondo de la preparacién sin tejido; de este modo,
estaDOI se considerdé como el blanco absolotizrodensitométrico (ausencia de color), y
las mediciones celulares se modificaron respecto de este blanco. Con esta modificacién se
consiguié que en todas las microfotografias pudiera compararse entre si la intensidad de

expresion delRA. Puesto que el revelado de itanunotincion deSBP se realiz6 con
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diaminobenzidina que marca lamunoexpresion de color marrén, se compararon los
valores microdensitométricos en los canales rojo y verde que forman aquel color; asi
mismo, dado que se realiz6 ur@ntratincion nuclear con hematoxilina para identificar los
ndcleos de las células d&ertoli que no expresaRA, se valoraron también los datos
microdensitométricos del canal azul, considerando como valor constante de este canal la

DOI de los nucleos de laspermatogonidsasales.

Método dePCR para la Deteccidon de Alteraciones Moleculares dél

Las muestras utilizadas han sido los cortes de tejido testicular obtenidos para la
deteccién del receptor de andrégenos por métodd¥Cdy descritos como Grupo IX. Se
han probado tres métodos diferentes para la extracciddNi&l 1) método tradicional, 2)
kit Gentra Puregene y 3)kit Epicentre Masterpure. La comparacion de los tres
procedimientos refleja que con el método tradicional, se obtieneDNN&s tanto en
muestras fijadas en formol como en liquiddaelin. Por ello, se ha seleccionado el método

tradicional para la deteccion de las alteraciones molecularBs\del

Método Tradicional de Extraccion deDNA

En primer lugar, se afiade a cada muestraub@@ buffer de lisis; a continuacion, se
procede al choque térmico a @durante 10 minutos, y se deja enfriar. Seguidamente, se
afladen 1Qul de proteinasa k (20ng/ml) y se incuba toda la noche a %% Pasado este
tiempo, y una vez que las muestras estan digeridas, se afigdeteSDHELEX al 0,5% y
se incuba durante 30 minutos a%5 después, se inactiva la enzima a 90@urante 10
minutos, y se centrifuga a 13.2€8m durante 15 minutos, a°€. Seguidamente, se pasa el
DNA a un tubo limpio y se conserva &d. Posteriormente, se afiade un volumen (500
de fenol / cloroformo / alcohda$oanilico, se mezcla corortex hasta obtener una emulsion
lechosa y se centrifuga a 13.2@0n durante 15 minutos, a°€. A continuacion, se pasa la
fase acuosa a un tubo limpio, se afiade un volumen de cloroformpl}56@ mezcla con
vortex hasta obtener una emulsion lechosa, se vuelve a centrifugar arpgafrante 15
minutos, a £C, y se pasa la fase acuosa a un tubo limpio. Seguidamente, se afiade acetato
sédico 0,3 M gH 5,2 (45ul para 45Qul de muestra), y dos volimenes de etanol absoluto

frio (1 ml), se mezcla cordrtex y se conserva a -2Q para precipitar @NA.
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El procedimiento continta centrifugando las muestras a 12@®0durante 15
minutos, a £C. Después, se elimina gbbrenadante y se lavapalllet con etanol al 70%
frio (500 ul). Finalmente, se centrifuga a 12.0@dn durante 2 minutos, a°€, se elimina

casi todo el etanol y se deja secar de 2,5 a 3 h; se resuspendedateSgua mili Q

estéril y se puede conservar congelado &C20

La siguiente fase consiste en determinar la concentraciddNdey amplificar los
fragmentos que contienen las repeticiones del tri@ét€ del receptor de andrégenos por
PCR.

Método dePCR para el Receptor de Andrégenos

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 BER, se han utilizado los siguientes productos:

« H,0 15,754l
e Tampon 10x 2, pl
« dNTPs 0,50ul
 hARCAGf 0,25ul
 hRACAGr 0,25pl

* Hot StartTag-Polimerasa 0,25ul
¢ Muestra deDNA 1,00ul

Las condiciones del programa BER han sido:
 15mina95°C
e 50sa92C

Ser(_apite e 40sab8C

35ciclos . 1mina72C
e 10mina72°C

* Eltiempo que se quiera &€

A cada producto déPCR obtenido se la afadenuB de buffer de carga y, a

continuacion, se corren las muestras egelrdeagarosa al 0,8%.
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Métodos Estadisticos

Los datos obtenidos en el estudivocrodensitométrico se sometieron a un analisis
estadistico con el prograngPSS (StatisticalPackage€or SocialScienses”) version 10.0,
evaluandose los siguientes parametros: media aritmética, desviacion estandar y significaciéon
estadistica mediante wst de la t d&tudent, y la correlacion estadistica y su significacion

mediante etest dePearson.

Técnicas Fotograficas

Las im&genes microscopicas han sido capturadas con una camara Ldigital
DC200, almacenadas en forma@l&F y tratadas con el programa AddBleotoshop 5.0. La
composiciéon de las planchas iconogréaficas se ha realizado con el pr&@uankaX Press
4.0.
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RESULTADOS
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Evaluacion Morfologica de la Expresion Inmunohistoquimica del RA

En este estudio hemos analizado la expresion del receptor de andrégenos en las
células de Sertoli. Los cambios en su expresion, se han valorado desde la infancia (Grupo ),
pasando por el periodo puberal temprano (Grupo 1) y tardio (Grupo Ill), por la edad adulta
(Grupo V), y hasata la evolucién senil en el hombre normal (Grupo V). Asi mismo, se han
estudiado los cambios en la expresion del RA en tres enfermedades congénitas en las que el
testiculo se encuentra muy dafiado, como son la criptorquidia (Grupo VI), el sindrome de
insensibilidad a los andrégenos (AIS) (Grupo VII) y el sindrome de Klinefelter (Grupo
VL.

En los testiculos del grupo control de hombres adultos normales, las células de Sertoli
de los tubos seminiferos, que conservan una espermatogénesis completa, presentan una
intensa expresion del RA, aunque su intensidad varia de unas células a otras dependiendo
del estadio madurativo de la espermatogénesis. Todas las células de la linea germinal
carecen de inmunoexpresion 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 seminiferos
muestran espermatogénesis conservada, aunque también se observa todo un espectro de
lesiones, desde espermatogénesis moderada hasta atrofia del epitelio germinal, asociadas a
la formacion de grandes vacuolas intraepiteliales. En estas areas la intensidad de
inmunotincion del RA es, en algunos casos, aparentemente menor, aunque otras veces, no se
aprecian diferencias con respecto a la inmunorreactividad del RA en las areas de

espermatogénesis conservada (Figs. 2,3).

Durante la infancia tempranks, mayoria de las células 8ertoli estdn desordenadas
en el tubo seminifero, pero presentan una moderada o intengaoexpresion deRA;
contrariamente, las células germinales carecernaheinomarcaje. Las célulamioides
peritubulares y los fibroblastos intersticiales s6lo muestran trazesndeotincion. A los
tres-cuatro afios de edad, existe una mejor organizacion de los tubos seminiferos; sin
embargo, la mayoria de los ndcleos de las célul&edeli son negativos 0 s6lo muestran
vestigios delRA, siendo excepcionales los nucleos que presentan nmaganomarcaje.
Las espermatogoniadpasales son rigurosamente negativas y la mayoria de las células
intersticiales no muestranmunotincion. Contrariamente, en los nifios de cuatro afios de
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edad, se observa una intensa expresioiRéetn los nucleos de las células principales del

conductoepididimario (Fig. 4).

Al comienzo de la pubertad, en las areas con inicio degarmatogénesis, las células
de Sertoli que estan en intima vecindad presentan intensa tincion nucléRA.deh el
intersticio, algunas células deeydig inmaduras muestrammunomarcaje, aunque la

mayoria son negativas (Fig. 5).

Al final de la pubertadl.a mayoria de los nucleos de las células de Sertoli son RA
positivos, aunque otros s6lo muestran vestigios o carecen de inmunotincién para el RA.

Todas las células mioides de la pared peritubular expresan el RA (Fig. 6).

En los testiculos criptorquidicos, se observan tubos seminiferos con espermatogénesis
incompleta; las células de Sertoli muestran una inmunotincion variable del RA, aunque en la
mayoria esta disminuida, en otras sélo 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 sindrome de AIS, se observan tubos seminiferos inmaduros con
células de Sertoli disgenéticas y negativas al receptor, aunque otras muestran vestigios de
inmunotincion, 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 sindrome de Klinefelter, se observan tubos seminiferos con
escasas células de Sertoli disgenéticas y con intensidad variable de expresion del RA. En el

intersticio, las células de Leydig son hiperplasicas y carecen de inmunotincion (Figs. 13,14).

Evaluacion Microdensitométrica de la Expresion Inmunohistoquimica del
RA

Se ha realizado la evaluacion de la intensidad de la inmunoexpresion del RA en los
nucleos de las células de Sertoli, tanto en los testiculos normales de hombres adultos (Grupo
Control: Grupo 4) y en los casos de edad avanzada (grupo control: Grupo5), asi como en el
grupo de pacientes postpuberales con testiculos criptoquidicos (Grupo 6). Para ello se han

obtenido las medidas microdensitométricas del RA en los 3 canales RGB que constituyen
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cada color. Todas las preparaciones en las que se realizd el estudio inmunohistoquimico
para la deteccion del RA se tifieron, ademas, con la tincion nuclear de Hematoxilina
(nucleos de color azul), con el fin de identificar también los nucleos de las células de Sertoli
sin expresion de este receptor; por ello, lo primero que determinamos fueron las posibles
modificaciones que esta contratincibn nuclear podria provocar en los resultados

cuantitativos del grado de inmunotincion del RA.

En el presente estudio, hemos considerado como tincidon de fondo nuclear la tincion
azul que origina la hematoxilina, los datos del canal azul, obtenidos en la cuantificacion
microdensitométrica de los nulcleos de las espermatogonias basales, los cuales
rigurosamente carecen de expresion del RA, tanto cuando se emplean métodos
inmunohistoquimicos, como cuando se emplean métodos bioquimicos y de biologia
molecular. Una vez conocido este valor basal, se ha cuantificado la expresion del RA (canal
azul) de los nucleos 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
aguellas areas de atrofia del epitelio seminifero (grupo 5), caracterizadas por la presencia de
espacios vacios (“vacuolas”), consecuencia de la pérdida patolégica de células germinales

meidticas y postmeidticas (Tabla 1).

En relacion con la espermatogénesis conservada, no se han encontrado diferencias en
la intensidad de tincion del RA de las células de Sertoli, cuando se comparaban aquellas
areas del tubo seminifero con diferenciacion de una espermatogénesis completa (grupo 4) -
en las que se veian abundantes espermatides elongadas- con aquellos otros segmentos del
tubo seminifero normal en los que el estadio madurativo solo alcanzaba hasta la
diferenciacion de espermatides redondas o, incluso, hasta la diferenciacion de
espermatocitos de* orden. (Tabla 1). Sin embargo, si se encontré una ligera mayor
expresion del RA en las células de Sertoli en aquellas areas del tubo seminifero en las que

las Unicas células germinales presentes eran espermatogonias basales.
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Tabla 1 Cuantificacibn microdensitométrica (canal azul) de la intensidad de inmunotincién

del RA en las células de Sertoli, en relacion con los diferentes estadios madurativos de la
espermatogénesis normal y en las areas de atrofia tubular focal que contienen células de
Sertoli vacuoladas. Se incluyen los valores de la densidad nuclear basal de la contratincién

nuclear de las espermatogonias con hematoxilina.

Estadios de la Espermatogénesis RA Sertoli (CanalAzul)
Diferenciacion de Espermatozoides 116,3+ 9,2
Diferenciacion de Espermatides redondas 112,24 19,7
Diferenciacion de Espermatocitos de & Orden (Cito 1) 114,9+ 8,4
Diferenciacion de Espermatogonias 111,9+ 7,8
Presencia de Células de Sertoli Vacuoladas 119,2+ 7,0
DOI de Espermatogonias: Hematoxilina 150,1+ 4,12

DOI: Densidad Optica Integrada; a: p < 0.05 respecto al grupo anterior.

En relacién con el estadio madurativo del epitelio seminifero, también se ha
cuantificado la intensidad del color marrén 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 marron-pardos. En la tabla 2, se recogen los datos
cuantitativos de la densidad o6ptica integrada (DOI) vy, en la figura 15, se representa la
proporcion de tincion resultante de la division de la DOI del canal rojo entre la DOI del
canal verde. Los valores representados son el resultado del nimero inverso de la DOI; de
este modo podemos observar que la intensidad de expresion del RA de los nucleos de las
células de Sertoli no varia en los diferentes estadios madurativos de la espermatogénesis
normal, incluso en aquellos segmentos del tubo seminifero en los que el estado del ciclo
celular aun se encuentra en la fase de divisiones mitéticas (sefialados en el grafico como el
estado madurativo constituido exclusivamente por espermatogonias y células de Sertoli),
previas a los procesos de formacion de espermatocitdSatdein, y de procesos meibticos
y postmeidticos. Por el contrario, la proporcién entre estos dos canales rojo y verde de la
intensidad de la expresion del RA en los nucleos de las células de Sertoli esta
significativamente disminuida en los segmentos del tubo seminifero atrofico, con diferentes
grados de hipoespermatogénesis que se asocian a areas de formaciéon de vacuolas

intraepiteliales (Fig. 15).
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Tabla 2. Cuantificacion microdensitométrica (canales RGB: rojo, verde y azul) de la
intensidad de inmunotincion del RA en las células de Sertoli, en relacion con los diferentes
estadios madurativos de la espermatogénesis normal y en las areas de células de Sertoli

vacuoladas. Los nucleos de las espermatogonias solo se tifien con hematoxilina.

Estadios de la Espermatogénesi Rojo Verde Azul

D. Espermatozoides 147,3+ 7,1 124,0+ 9,2 116,3+ 9,2
D. Espermatides redondas 146,1+ 5,9 122,3+ 7,9 112,2+ 19,7
D. Cito | 145,0£ 7,0 121,9+ 8,7 1149+ 8,4

D. Espermatogonias + Sertoli 145,3+ 4,3 120,7+ 8,3 111,9+ 7,8
P. Vacuoladas 1475+ 5,1 125,9+ 6,4 119,2+ 7,07
DOI Espermatogonias Hxilina 152,9+ 3,5 1449+ 4,6 150,1+ 4,12

D.: diferenciacion de; P.: presencia de; DOI: Densidad Optica Integrada; a: p < 0.05 respecto al

grupo anterior.
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Figura 15. Proporcidon de la cuantificacion microdensitométrica (canales rojo y verde) de la
expresion del RA en los nacleos de las células de Sertoli, en relacion con los diferentes estadios
madurativos de la espermatogénesis normal y en las areas de atrofia tubular focal. Ezoid:

espermatozoides; Esper Rdas: espermatides redondas; Cito |: espermatofitoside; lGonias +
Sert: espermatogonias + Sertoli; S Vacuoladas: células de Sertoli vacuoladas.
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El estudio cuantitativo del RA en relacion con las diferentes fases del ciclo del epitelio
seminifero normal, cuando se valor6 la DOI de los canales rojo y verde, no demostrd
cambios significativos; tampoco se encontraron valores distintos de esta densidad en
relacion con los diferentes grados de hipoespermatogénesis; dicho de otro modo, el
comportamiento inmunohistoquimico de la expresion del RA no presentaba variaciones en

las areas 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 relacion con el ciclo celular normal del epitelio seminifero y, asi mismo, el mismo

comportamiento en las areas atréficas de vacuolizacion del epitelio seminifero (Figura 16).
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Figura 16. Comparacién de la cuantificacibn microdensitométrica (canales rojo y verde) de la
Intensidad de inmunotincion del RA en las células de Sertoli en los diferentes estadios madurativos
de la espermatogénesis normal y en areas de atrofia tubular focal que contienen células de Sertoli
vacuoladas. Ezoid: espermatozoides; Esper Rdas: espermatides redondas; Cito |: espermatocitos de

1¥ 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 expresion del RA a todo lo largo del
ciclo de células germinales y en la atrofia tubular propia de la senescencia, se ha
cuantificado la expresion del RA en los testiculos criptorquidicos extirpados en pacientes
adolescentes y adultos que ya habian pasado la pubertad. Como bien ha quedado
demostrado en la evaluacion histoldégica de estas piezas quirdrgicas, la criptorquidia del
adulto se caracteriza por una mezcla de diferentes patrones de maduracién tubular presentes
en el mismo testiculo, de modo que, a veces, patrones muy diferentes aparecen en lobulillos
testiculares contiguos. Con el fin de precisar mejor la cuantificacion microdensitométrica
del RA, hemos simplificado todo el espectro lesional en 5 patrones de tubos seminiferos del
testiculo criptorquidico: 1) Tubos seminiferos que presentan una diferenciacién incompleta
de espermatogénesis con diferenciaciébn focal exclusivamente de espermatogonias y
espermatocitos de® orden (denominado con las siglas Criptorquid. Cito I); 2) tubos
seminiferos con solo diferenciacion de espermatogonias basales, en ausencia de
diferenciacion de espermatocitos de primer orden (denominado Criptorquid.
Espermatogonia); 3) tubos seminiferos, con mayor diametro, debido a que han
experimentado un crecimiento después de la pubertad, pero que presentan un patrén 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 seminiferos
de pequefias dimensiones con contornos muy irregulares y que tienen un patrén de solo
Sertoli en el que la mayoria 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
seminiferos de pequefias dimensiones con contornos muy irregulares y que tienen un patrén
de solo Sertoli con predominio de células de Sertoli de tipo infantil, y carentes de
inmunoexpresion de RA (Células RA-) (denominado como Criptorquid. Solo S. Infantil -).
Los datos numéricos de la DOI de los canales RGB de la expresion del RA en estos
diferentes patrones del testiculo criptorquidico, con respecto al control (Grupos 4 y 5) se

recogen en la tabla 3.
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Tabla 3. Comparacion de la cuantificacibn microdensitométrica (canales RGB: rojo, verde
y azul) de la intensidad de inmunotincion del RA en las células de Sertoli, localizadas en los
diferentes patrones tubulares observados en los testiculos criptorquidicos, en relacion con

los mismos patrones del grupo control.

Patron 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 1473+ 2’3a
Criptorquid. Cito | 162,0+ 4,7 148,8+ 6,9 138 4+ 5’0""
Criptorquid. Espermatogonias 161,6+ 2,6 146,8+ 3,7 134.8+ 3’1a
Normal Cito | 1450+ 7,0  121,9+8,7 1149+ 8.4
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+ 7,8C

a: p < 0.05 respecto al grupo anteriorp < 0.001 respecto al estadio madurativo de espermatocito |
del grupo de criptorquidi&; p < 0.001 respecto al estadio madurativo de espermatogonias del grupo

de criptorquidia.

Cuando se compara la expresiéon del RA en los diferentes patrones tubulares
criptorquidicos con el patrén normal, se observa un doble comportamiento de la intensidad
de tincion 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 testiculos normales,
aungue 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
testiculo normal existe una homogeneidad de la altura de las barras en ambos canales,
contrariamente, en los diferentes patrones tubulares del testiculo criptorquidico existe una

variacion de la expresion del RA (Figura 17).
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Figura 17. Comparacion de la cuantificacibn microdensitométrica (canales rojo y verde) de la
intensidad de inmunotincién del RA en las células de Sertoli, localizadas en los diferentes patrones
tubulares observados en los testiculos criptorquidicos, en relacién 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 d€& @rden; Crip Gonias: criptorquidia espermatogonias; Normal Cito

I: normal espermatocitos de' brden; Normal Szoid: normal espermatozoides; Atrofia Tubul:

atrofia tubular.

Esta disparidad de comportamiento del RA en el testiculo normal y criptorquidico se
comprueba mejor cuando se evalla la proporcion entre los canales rojo y verde
observandose siempre una mayor intensidad de RA en el testiculo normal con respecto al
criptorquidico. Aparece una ligera disminucion del RA en los patrones del testiculo
criptorquidico que carecen de diferenciacion de la linea germinal; ademas, la proporcién en
el grupo de testiculo criptorquidico con patron de solo Sertoli de tipo infantil sin expresion

del RA es la menor en todos los grupos estudiados (Figura 18).
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Figura 18. Proporcion de la cuantificacion microdensitométrica (canales rojo y verde) de la
expresion del RA en los nacleos de las células de Sertoli, en relacion con los diferentes patrones
tubulares del testiculo criptorquidico, 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 f'orden; Crip Gonias: criptorquidia espermatogonias; Normal Cito |: normal espermatocitos de

1% orden; Normal Szoid: normal espermatozoides; Atrofia Tubul: atrofia tubular.

Con el fin de resolver si existe un posible paralelismo en el comportamiento de la
expresion inmunohistoquimica del RA de las células de Sertoli presentes en cada uno de los
patrones tubulares del testiculo criptorquidico, se ha realizado un estudio de correlacién y su
significacion estadistica, en cada uno de los canales RGB evaluados. En la tabla 4 se
recogen los valores de correlacion del canal azul, en la tabla numero 5 los valores de

correlacion de los canales rojo y en la tabla 6 los valores de correlacion del canal verde.

Los datos estadisticos obtenidos evaluando el canal azul de la intensidad de expresion
del RA han demostrado una correlacion positiva y significativa entre aquellos casos
criptorquidicos en los que en el parénquima testicular se entremezclaban tubos seminiferos
con diferenciacion de espermatogonias basales, aunque sin progresion de la
espermatogénesis, con todos los patrones de tubos con células de solo Sertoli de tipo
disgenético. Con respecto al patréon de solo Sertoli, se ha demostrado una correlacion

inversa pero significativa, entre los que contenian células de Sertoli de tipo adulto y los de
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aguellos tubos constituidos por células de Sertoli disgenéticas negativas al RA; sin embargo,
esta significacion 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 expresion del RA (Tabla 4).

Tabla 4. Correlaciones de la cuantificacion microdensitométrica (canal azul) de la
expresion inmunohistoquimica del RA en las células de Sertoli presentes en los diferentes
patrones tubulares de la criptorquidia, en comparacion con los respectivos patrones

normales.

Patron Tubular Solo Sert.  Solo Sert.  Solo Sert.  Criptorquid. Criptorquid.
Adulto Infantil + Infantil - Cito | Espermatogonias

Solo Sert. Adulto ---

Solo Sert. Infantil + t=-0,29 —--
p=0,779

Solo Sert. Infantil -  t=- 6,98 t=-3,37 —
p =0,0001 p=0,005

Criptorquid. Cito | t=0,26 t=0,34 t=4,40
p=0,795 p=0,743 p=0,001

Criptorquid. t=351 t=2/48 t=10,06 t=1,94
Espermatogonias = 0,002 p=0,022 p=0,0001 p =0,069
Espermatogonias t=-7,78 t=-498 t=-1,82 t=-5,22 t=10,71
H-E p=0,0001 p=0,0001 p=0,083 p=0,0001 p=0,0001

La valoracion de la correlacion estadistica de la intensidad de expresion del RA en el
canal rojo demuestra que los datos son heterogéneos; no obstante, cuanto mas positiva es la
inmunoexpresion del RA en los tubos seminiferos con crecimiento puberal y presencia focal
de espermatogonias basales, menor es la cuantificacion en los tubos disgenéticos con células
de Sertoli maduras (t=-3.64; p<0.001). Por ultimo, cabe destacar que la correlacion 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 nicleos inmunomarcados
(Tabla 5).

Por ultimo, el poder discriminatorio, en relacién con las determinaciones estadisticas

de la correlacion de la intensidad de inmunotincion del RA en el canal verde entre los
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diferentes patrones tubulares del testiculo criptorquidico, es completamente heterogéneo y

no significativo (Tabla 6).

Tabla 5. Correlaciones de la cuantifiacion microdensitométrica (canal rojo) de la expresion

inmunohistoquimica del RA en las células de Sertoli en diferentes patrones tubulares de la

criptorquidia, en comparacién con los respectivos patrones normales.

Solo S. Solo S. Solo S. Criptorqg. Criptorquidia
Adulto Infantil + Infantil - Cito | Espermatogonias
Solo S. Adulto
Solo S. Infantil + t=3,72 —
p = 0,002
Solo S. Infantil - t=7,99 t=2,00 ---
p =0,0001 p=0,065
Criptorg. Cito | t=0,67 t=-2,17 t=-505 -
p=0,517 p=0,053 p=0,0001
Criptorqg. _ t=1,56 =-3,64 =-8,52 =-0,27
Espermatogonias  p=0,132 p=0,001 p=0,0001 p=0,791
Espermatogonias t=7,29 t=196 t=0,14 t=7,89 =-4,65
H-E p=0,0001 p=0064 p=0891 p=0,0001 p=0,0001

Tabla 6. Correlaciones de la cuantificacibn microdensitométrica (canal verde) de la

expresion inmunohistoquimica del RA en las células de Sertoli en diferentes patrones

tubulares de la criptorquidia, en comparacion con los respectivos patrones normales.

Patron Solo Sert. Solo Sert.  Solo Sert.  Criptorquid. Criptorquid.
Tubular Adulto Infantil + Infantil - Cito | Espermatogonias
Solo Sert. Adulto ---
Solo Sert. Infantil + t=2,83 ---
p =0,013
Solo Sert. Infantil - t=15,24 t=0,29
p =0,0001 p=0,776
Criptorquid. Cito | t=0,81 t=-1,30 t=-2,17 ---
p=0,434 p=0,220 p=0,052
Criptorquid. t=2,76 t=-144 t=-256 t=-0,85 -
Espermatogonias p=0,011 p=0,164 p=0,018 p=0,407
Espermatogonias t=3,41 t=-050 t=-1,09 t=-144 t=1,26
H-E p=0,002 p=0,623 p=0,290 p=0,166 p =0,219
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Detecciondel Receptor de Andrégenos Mediante Métodos de PCR

La detecciordel receptor de androgenos mediante métodos de PCR ha sido realizada
en piezas de orquiectomia extirpadas en pacientes con criptorquidia, con sindrome de
insensibilidad a los androgenos y en casos de autopsia sin patologia testicular. La relacion
de muestras analizadas y la concentracion de DNA obtenida de cada una de ellas queda
reflejada en la tabla 7. Para determinar la concentracion de DNA se ha utilizado como
Blanco: 10Qul de H,O estéril, para las Muestrapbde DNA + 95ul de HO 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 ldn 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 obtenian bandas definidas, se realizaron diluciones
de las muestras para obtener una concentracion aproximada degull@oncentracion
similar a la de la muestra control (C3). Las figuras 20 y 21 son ejemplos de los resultados
obtenidos en la deteccion del fragmento del gen del RA que contiene los tripletes CAG por
PCR. En todos los casos, independientemente de la patologia, se obtiene una banda de 400
bp. Hay que destacar que la sensibilidad del método es de un méximo 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 concentracién de DNA en las muestras procedentes de piel humana
masculina (control positivo), testiculo normal (control), sindrome de insensibilidad a los

androgenos (AIS) y criptorquidia.

MUESTRA DNA [ug/ul] DNA/RNA
Piel Humana
Ci1 0,0779 1,78
C2 0,0921 1,77
C3 0,1059 1,79
Testiculo Normal
R1 1,9715 1,84
R2 1,1135 1,67
R3 0,8854 1,70
AlIS
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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C PH TN AIS AIS AIS Crip Crip Crip
PM - 3 1 4 5 6 13 16 21

Figura 20. Deteccién de los tripletes CAG en el receptor de andrégenos por FNCRpeso
molecular; C -: control negativo; PH: piel humana, control positivo; TN: testiculo normal; AIS:

sidrome de insensibilidad a los andrégenos; Crip: criptorquidia.

C PH AIS Crip TN Crip AIS Crip AIS
PM - 2 4 21 1 16 5 13 6 PN

Figura 21. Deteccién de los tripletes CAG en el receptor de andrégenos por PCR PM: peso
molecular; C-: control negativo; PH: piel humana, control positivo; AlS: sidrome de insensibilidad a

los andrdgenos; Crip: criptorquidia; TN: testiculo normal.
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Fig. 1. Expresion deRA en el testiculo normal

a) Tubo seminifero normal caspermatogénesis conservada. La mayoria de las células de
Sertoli presentan intensa expresion nucleaRdelaunque varia de unas células a otras. La
pared peritubular es fina y destacan varias célutasides con evidente marcaje defA

intranuclear. Nétese que todas las células de la linea germinal carét&n de

b) Seccion tangencial de un tubo seminifero en donde se demuestra una intensa
inmunorreactividad intranuclear d&A en la mayoria de las células 8ertoli, estando
ausente einmunomarcaje en las células germinales, las cuales, en algunas areas, estan

descamadas a la luz.

c) La imagen representa dos secciones tubulares con ligera dilatavioal y moderada
disminucion de la altura del epitelio seminifero. En la seccion superionmano-
reactividad deRA es idéntica en todas las célulasSa#gtoli; sin embargo, en la seccidn
inferior existen segmentos tubulares, con distintaunorreactividad, siendo menor en el
area donde se localiza la asociacionedpermatocitos de primer ordenegpermatides

inmaduras.

d) Seccién transversal de un tubo seminifero en el que todo el segimamal esta
ocupado porespermatidas redondas. Los nucleos de las célulé®edeli subyacentes

contienen una alta expresion ¢RA.
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Fig. 2. Expresion deRA en lesiones focales de ¢éspermatogénesis

a) La mayor parte de los tubos seminiferos muestspermatogénesis conservada con

diferentes estadios madurativos. S6lo focalmente existe una disminucion de la altura del
epitelio del tubo seminifero, asociado a espacios vacios (“vacuolas”) en la porcidon
adluminal del epitelio; sin embargo, aparentemente no existen cambios relevantes de la

expresion intranuclear dBA en las células dgertoli.

b) Maduracién completa con abundantes espermatozoides, en contigiidad con otro estadio
con espermatocitos de primer orden. En ambos estadios existen pequefias vacuolas del
citoplasma de las células 8ertoli, pero no se evidencia cambio aparenteRdelen las

células deSertoli presentes en ambos estadios madurativos.

c) Destaca el intenso marcaje intranuclear Rial de las células d&ertoli en areas de
espermatogénesis conservada, con respecto a otras de ntapee$permatogénesis. Los
nacleos de las células deertoli presentes en las areas del epitelio con vacuolas no

experimentan cambios significativos d@ihunomarcaje ddRA.

d) Tubo seminifero con descamacién celulatraluminal. Se aprecia una variada
reactividad deRA, que es maxima en aquellas célulasSeetoli localizadas en las areas
mas maduras y que disminuye progresivamente en las arbgsodspermatogénesis y de
formacién de cavidadéstraepiteliales.

e) Se observa todo un espectro de lesiones que incluye desde aregp@wonatogénesis
conservada a otras con moderada o incluso atrofia del epitelio germinal, asociadas a la
formacion de grandes vacuoladraepiteliales. En estas areas, la intensidadRdeles
aparentemente menor, si se compara con la intemsaorreactividad deRA en las areas
conespermatogéneis conservada. Las céluiaédes muestran escasemunotincion. En el

intersticio se observan algunas célulag.egdig con moderad@mmunoexpresion d&RA.
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Fig. 3. Expresion deRA en tubos corhipoespermatogénesis intensa

a) Se observa una importante descamacion del epitelio tubular, asociado a intensa atrofia de
las células germinales. La mayoria de los nicleos de las céluBertdé presentan una

robustanmunotincién para €RA.

b) Marcada dilatacionluminal asociada a intenshipoespermatogénesis, solo muy
focalmente se observa diferenciaciénedpermatideslongadas. Existe todo un espectro de
densidad denmunotincion deRA, el cual esta ausente en aquellas areas de maxima lesion

epitelial.

c) La hipoespermatogénesis es moderada y el marcajeAlele las células d8ertoli es

homogéneo, si se compara con la figura anterior.

d) Nétese la pequeia variabilidad demmunomarcaje deRA, en contraposicion con la

importante alteracién de la maduracién de las células germinales.

e) Importante atrofia del epitelio germinal en donde predominan las areas de un patron de
solo Sertoli, asociado a importantesudovacuolas de atrofia epitelial; sin embargo, persiste
un evidente marcaje delA.

f) Diferentes grados deipoespermatogénesis sin cambios aparentes de la intensidad de

tincion delRA.
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Fig. 4. Expresion deRA en el recién nacido y durante la infancia temprana

a) Tubo seminiferdnipercurvado en un testiculo normalmente distendido. La mayoria de las
células deSertoli estan desordenadas en el tubo seminifero, pero presentan una moderada o
intensa inmunoexpresion deRA; contrariamente, las células germinales carecen de
inmunomarcaje. Las célulasioides peritubulares y los fibroblastos intersticiales solo
muestran trazas demunotincion.

b) Muestra testicular de un nifio de tres afios de edad. Nétese una mejor organizacion de los
tubos seminiferos. La mayoria de los nucleos de las célulasrttdi son negativos o sélo
muestran vestigios ddRA, siendo excepcionalmente los ndcleos que presentan mayor
inmunomarcaje. LasspermatogoniaBasales son rigurosamente negativas y la mayoria de

las células intersticiales no muestimamunotincion.

c¢) Intensainmunoexpresion ddRA de los nucleos de las células principales del conducto
epididimario del mismo paciente que la figura anterior. Notese la débil tincion de las células

basales epiteliales y de las células musculares lisas.
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Fig. 5. Expresion deRA en el testiculgrepuberal

a) Tubos seminiferos formados exclusivamente por célul&edeli yespermatogonias. La
expresion delRA en las células desertoli es muy variable: predominan las células
negativas, aunque existen algunas células con rolmmstmomarcaje nuclear. Solo algunas

células intersticiales peritubulares expresan trazas Rél.

b) Parénquima testicular con evidentes signos de madurppuberal, caracterizado por
un mayor diametro tubular y diferenciacidnedgermatocitos de primer orden. Destaca una
intensa tincion intranuclear en todas las célulaSat®li y algunas células intersticiales. En

el intersticio algunas células deeydig inmaduras muestranmunomarcaje aunque la
mayoria son negativas.
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Fig. 6. Expresion deRA en el testiculguberal

a) Tubo seminiferguberal revestido pagspermatogoniaBasales y abundantes células de
Sertoli que delimitan una amplia luz. La mayoria de los nucleos de las céldagaleson
RA positivos, aunque otros s6lo muestran vestigios o carecé&Addodas las células

mioides de la pareperitubular expresan &A.

b) Dos secciones tubulares con diferenciacion focaksfgermatide®longadas. Todavia
persiste una desorganizacion de los ndcleos de las céluertdé, los cuales contienen
abundanteRA. Las células germinales carecen BA. Las célulasmioides sonRA

positivas. La mayoria de las célulaslégdig peritubulares expresaA.

c) Testiculopuberal conespermatogénesis completa. La mayoria de los nucleos de las
células deSertoli contienen un robusto marcaje 8&#, lo que contrasta con el tenue

marcaje de las célulasioidesperitubulares adyacentes.
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Fig. 7. Expresion deRA en tubos seminiferos de testicydoberal

criptorquidico formado exclusivamente con patrén de sS8lertoli

a) Se observan tubos seminiferos de moderadas dimensiones, rodeados por una gruesa pared
peritubular, el tubo inferior muestespermatogénesis incompleta con diferenciacion focal

de espermatocitos de primer orderegpermatides inmaduras, otros tubos seminiferos solo
contienenespermatogoniabasales asociadas a célulasSkrtoli. Las células d&ertoli
presentan un citoplasma bajo y denso y la expresiORAl&n los ndcleos esta disminuida,

y en algunas células solo quedan vestigios del receptonmisnotincién es negativa. En el

tubo superior la expresion dBIA es aun menor, sobre todo en las areas de patrén de solo
Sertoli y que carecen despermatogonias. Las célulasoides muestran trazas deA y

también algunas células Heydig sonRA positivas.

b) Tubos con diferenciacidpostpuberal de pequefio tamafio, con desorganizacion de las
células deSertoli, las cuales presentan variainimunmarcaje deRA. En el intersticio, la

mayoria de células deeydig muestran evidente y visiblemunomarcaje nuclear dBlA.

c) Tubos seminiferos con predominio de patron de Seltoli, importante heterogeneidad
de intensidad de expresion deA, si se compara con la intenganunotincion de las

células dd_eydig adyacentes.
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Fig. 8. Expresion deRA en tubos seminiferos de testicydoberal

criptorquidico formado exclusivamente con patrén de s8lertoli

a) Los nudcleos de las células &ertoli son pequefios, redondos y con nucleolo poco
evidente, estando la tincion d@A muy disminuida.

b) Tubos seminiferoslisgenéticos, con células &ertoli muy inmaduras que carecen de

RA, solo las células d8ertoli mas diferenciadas, con nucleo mayor y nucleolo evidente
presentan vestigios demunotincion.
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Fig. 9. Expresion deRA en tubos seminiferos de testicydoberal

criptorquidico formado exclusivamente con patron de sSkertol

a) Se observan diferencias ostensibles entre la moderada tinci®Adei el tubo que ha
experimentado crecimienpmstpuberal, con respecto a la ausencimm@nomarcaje en los

tubosdisgenéticos.

b) Testiculodisgenético con tubos muy inmaduros constituidos exclusivamente con células
de Sertoli indiferenciadasRA negativas. Adyacentemente, se observa un tubo con
crecimientopostpuberal y diferenciacion focal @spermatogoniapasales y células de
Sertoli disgenéticas, aunque con mayor grado de diferenciacion y evidente marcaje de

inmunorreceptor.

c) A la derecha de la imagen se observan talszgenéticofRA negativos. Ademas, en esta
area el intersticio es virtual y no se distinguen célulateyelig. En la vecindad, existe
parénquima testicular que ha experimentado la madurgmiberal, evidenciandose un
mayor marcaje déRA en los nucleos de las célulasSkrtoli y en los nddulos intersticiales

de las células deeydig.

d) Tubos criptorquidicos de tipgostpuberal con marcada atrofia del epitelio y cambios
disgenéticos en algunas célulasSagtoli, las cuales presentan teimmaunotincion deRA,

si se compara con el robusto marcaje intranuclear en las célBastdié mas inmaduras.
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Fig. 10. Expresion deRA en piezas derquiectomia procedentes de un

paciente diagnosticado de sindrome AlkS

a) Tubos seminiferos con un patron de s8krtoli de tipo infantil. La mayoria de los
nacleos de las células d8ertoli son RA positivas, aunque algunos nucleos son
rigurosamente negativos y otros sélo muestran vestigioRAelEl intersticio contiene
abundanteacumulos de células deydig que no muestranmunomarcaje ddRA.

b) En el mismo testiculo, se observan lobulillos constituidos por tubos seminiferos de
pequefio tamafio, con fina paneeritubular y en cuyo interior las células Sertoli son de

tipo disgenético fetal, no evidenciandose expresiériRAeo s6lo minimas trazas a nivel
nuclear. En el intersticio, las células deydig son escasas e inmaduras y algunos

fibroblastos presentan marcajeRiA.

c) Tubos seminiferos en diferente grado de maduracién, en los que predominan las células
de Sertoli de ndcleo redond®A negativas. No obstante, algunas célulasSeetoli

presentan moderadiemunomarcaje.

d) Fibrosis intersticial con abundantasimulos de células deeydig RA negativas. Se
representa un tubo seminifero miiggenético con escasa expresionRiglen las células
de Sertoli. En la vecindad, un conducto recto dilataddsticamente y revestido por un

epitelio atréfico en el que predominan céllRas negativas.
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Fig. 11. Biopsia testicular de un paciente diagnosticado de sindrom&l8e

a) Extensa hiperplasia de células ldeydig que muestran moderado citoplasma, nucleos
redondos y ausencia de expresion RAl. Los tubos seminiferos son muy inmaduros vy
predominan células d8ertoli muydisgénéticas, de nucleo fusiforme y rigurosam&#te
negativas; Adyacentemente, se observan también célulsertdé de nucleo redondo con
citoplasma vesiculoso y vestigios de expresiérRiel la paredoeritubular contiene células

mioides con abundante marcaje nucleaRfel

b) Destaca una intensa expresion del AR en las cglelasibulares y en la mayoria de las
células deSertoli disgenéticas, si se compara con la ausencinm&nomarcaje de la

mayoria de las células dleydig hiperplasicas adyacentes.
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Fig. 12. Pieza derquiectomia extirpada en un nifio diagnosticado de
sindrome deAlS

a) La mayoria de los tubos seminiferos son inmaduros y estan constituidos exclusivamente
por un patron de sol&ertoli con nucleos redondos, siendanmunotincion minima o
ausente. La paregeritubular es muy fina y esta formada por una sola capa discontinua de

células mioides, alguna de las cuales muestra expresionRéel Se observan células
intersticiales con variabi@munotincién deRA.

b) Seccidn oblicua de la porcién inicial del conducto propio del epididimo del caso anterior.
El epitelio de revestimiento es cubico simple y destaca una intensisima exprefidnetel
la mayoria de los nucleos de las células epiteliales, si se compara con la minima

inmunoexpresion en el interstigi@riductal y en las células &ertoli de la imagen anterior.
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Fig. 13. Pieza derquiectomia extirpada en un pacienfriberal con

sindrome deKlinefelter

a) Extensa hiperplasia de célulaslagdig carentes daamunotincion deRA. Estas células

se entremezclan con células fusiformes inmaduras ddfilipmblastico y con moderado
inmunomarcaje. En el centro de la imagen, se observa un unico tubo seminifero en cuyo
interior se visualizan escasas célulasS##toli disgenéticas con variable intensidad de
expresion deRA.

b) Extensa hiperplasia de células deydig que rodean a un tubo seminifero constituido
exclusivamente por células 8ertoli disgenéticas, de nucleos redondos o fusiformes y con
escasa expresion dei.
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Fig. 14. Pieza derquiectomia extirpada en un paciente adulto con sindrome

deKlinefelter

a) Secciones de tubos seminiferos de moderado diametro y que han experimentado el
crecimientopostpuberal. La parqukritubular esta ligeramente engrosada y en el interior se
observa un epitelipseudoestratificado constituido exclusivamente por célulaSedli

con nucleoglisgenéticos que aun conservan una modenawianoexpresion ddRA. No se

evidencia diferenciacion de células germinales.

b) Detalle de un lobulillo del caso anterior formado por tubos seminiferos con un patron de
solo Sertoli, con célulaglisgenéticas dispuestas anarquicamente. Nétese la ausencia de
inmunotincion deRA en las células d8ertoli, si se compara con la robustenunotincion

en losniucleos de las célulasioides peritubulares adyacentes y de los fibroblastos
intersticiales.

c) En el detalle, se observan abundantes céluldsygig. Sus nucleos satisgenéticos y
carecen de expresion deA, lo cual es mas 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 seminifero con pared niiglinizada, y célulamioides con variable marcaje del

RA. Las céluas deSertoli son muydisgenéticas y muestran todo un espectro de
inmunoexpresion delRA, desde nucleos moderadamente positivos hasta nudcleos
rigurosamente negativos.
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DISCUSION
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La regulacion de laespermatogénesis esta determinada por una integridad
morfofuncional de las células de Sertoli, que en el caso de los testiculos de mamiferos esta
constituida por uniones estrechas especializadas entre las células de Sertoli adyacentes, las
denominadas uniones Sertoli-Sertoli. Ademas, las células de Sertoli son unas células muy
polarizadas que sintetizan las moléculas constitutivas de la membrana basal, y se adhieren a
la misma porhemidesmosomas. Esta polarizacion del citoplasma de las células de Sertoli
determina movimientos selectivos de las moléculas e intercambios de moléculas entre la
paredperitubular, las propias células de Sertoli y las células de la linea germinal. De hecho,
las uniones especificas Sertoli-Sertoli condicionan la formacion de la denominada barrera
hematotesticular, que es la barrera especifica determinante del paso de macromoléculas y de
otros productos desde ebmpartimento basal de los tubos seminiferos (formado por las
espermatogonias y la porci@ubnuclear de las células de Sertoli) ycempartimento
adluminal, en el cual las células de Sertoli se relacionan con elementos cehaligtesos y
postmeiodticos de laspermatogéneis, gracias al establecimiento de uniones especificas
Sertoli-espermétidas. Todos estos datos estructurales también favorecen una perfecta
sincronizacion entre la oferta de testosterona al tubo seminifero y la adecuada expresion del
RA en las células de Sertoli. En este sentido, se ha demostrado que la testosterona, actuando
a través del RA, regula la expresionalaudina Ill componente especifico de las uniones
Sertoli-Sertoli; pero ademas, la alteracion 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 accion de los andrégenos en las células de
Sertoli regula la diferenciaciéon de las células germinales, controlamdicrembiente de
los tubos seminifera$®

En el presente estudio, se ha evaluado morfolégicdensitométricamente la
expresioninmunohistoquimica del RA; de una parte, en hombres de edad avanzada con
respecto al grupo control, constituido por testiculos de hombres jévenes que fueron
autopsiados y que no tenian enfermedades primarias o secundarias de reconocida afectacion
de la estructura y funcion testiculares; ademas, de otra parte, se ha evaluado la expresion del
RA en tres enfermedades congénitas en las que el testiculo se encuentra muy dafiado, como
son la criptorquidia, el sindrome de feminizacion testicular (sindrome de insensibilidad a los
androgenos completo, CAIS, y la variante incompleta, IAIS) y, por ultimo, en pacientes en

los que se efectud el diagnéstico de sindromeKligefelter durante su consulta por
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infertilidad. En algunos casos particulares de sindrom&lidefelter, estaba indicado
realizar una biopsia testicular para confirmar el diagndstico, emitir un juicio prondstico y
obtener gametos con el fin de efectuar técnicas de reproduccion asistida, ya que consultaron

por infertilidad.

La intensidad de lemmunoexpresion del RA en los nucleos de las células de Sertoli de

los casos patolégicos y del grupo control se determind mediante el uso de un
microdensitdmetroLeica, constituido por un programanorfométrico y digitalizando
directamente las imagenes histologicas. Con el fin de realizar mediciones aleatorias, se
eligieron campos microscopicos al azar de todos y cada uno de los casos estudiados, usando
preparacionesnmunohistoquimicas para la deteccion dglitopo del RA, el estudio
aleatorio se efectu6 mediante una tabla de nameros aleatorios. La identificacion de los
diferentes patrones histoldgicos tubulares se realiz6 por dos investigadores (E.-D. G. y J.
R.), emitiendo un diagndstico secreto el cual fue después consensuado. Una vez establecido
el diagnostico del patron de asociacién tubular o del pdésional, se procedié a la

identificacion de todas las células de la imagen digitalizada con un objetivo de 20 aumentos.

Las medidasnicrodensitométricas del RA se realizaron en los tres canales RGB que
constituyen cada color. Todas las preparaciones en las que se realizd el estudio
inmunohistoquimico para la deteccion del RA se tifieron ademas con la tincion nuclear de
Hematoxilina (nucleos de color azul), con el fin de identificar también los ndcleos de las
células de Sertoli sin expresion de este receptor; por ello, lo primero que determinamos
fueron las posibles modificaciones que exiatratincion nuclear podria provocar en los

resultados cuantitativos del grado de inmunotincion del RA.

En el presente estudio, hemos considerado como tincién de fondo nuclear la tincion
azul que origina la hematoxilina, los datos del canal azul, obtenidos en la cuantificacion
microdensitométrica de los nucleos de laspermatogonias basales, los cuales
rigurosamente carecen de expresion del RA, tanto cuando se emplean métodos
inmunohistoquimicos, como cuando se emplean métodos bioquimicos y de biologia
molecular. Hubiera sido posible considerar como control del canal azul las propias células
de Sertoli dispuestas en relacién con aquellos estadios madurativossperdaatogénesis
que carecen de RA? pero es posible que vestigios de inmunotincién, imperceptibles para

el poder discriminatorio del ojo humano, pudieran sesgar los miidosdensitométricos de
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control negativo danmunotincion. Por ello, una vez conocido este valor basal, se ha
cuantificado la expresion del RA (canal azul) de los nucleos de las células de Sertoli
localizadas en seis estadios madurativos correspondientes a las seis asociaciones de las
células de la linea germinal humdnpero también los valores del RA en las células de
Sertoli en aquellas areas de atrofia del epitelio seminifero (grupo 5), caracterizadas por la
presencia de espacios vacios en el epitelio tubular, consecuencia de la pérdida patologica de
células germinaleseiodticas ypostmeidticasEstas asociaciones estan integradas dentro de

los mecanismos de regulaciparacrina testicular, ya que no se dispone al azar, antes bien

se relaciona con peculiaridades morfoldgicas y funcionales de las células de Leydig del
hombre normaf’* estas células se disponen en intima vecindad de la capa externa de la
paredperitubular -por ello, se denominan célulasleldig peritubulares, distintas de las
células deleydig intersticiales-, en donde se encuentran también céhilziges que
expresan RA y, a diferencia de las células de Sertoli, siempre de forma e intensidad

constantes.

En aquellos tubos seminiferos normales que conservan esparmatogénesis
completa, la mayoria de las células de Sertoli presentan intensa expresion nuclear del RA,
aungue su intensidad es variable de unas células a otras, dependiendo, en parte, del estadio
madurativo de laespermatogénesis; sin embargo, todas las células de la linea germinal,
incluidas las espermatogonias basales, carecen rigurosamente de expresion
inmunohistoquimica del RA. Estos datos permiten confirmar que la regulacion de la
espermatogénesis en el testiculo humano normal, al igual que lo que ocurre en roedores y en
primates no humanos, la formacién de los diferentes estadios madurativos tubulares es un
proceso que depende de la accién de los andrégenos sobre las células d&sertoli.

El presente estudio demunorreactividad del RA en el testiculo humano normal,
utilizando un anticuerpo monoclonanti-RA comercializado, confirma ademas el estudio
previamente publicado en el mismo laboratorio, usando un anticpeliptonalanti-RA no
comercializado, lo cual confirma que lamunorreactividad del RA es moderadamente
menor en el area donde se localiza la asociacidesgermatocitos de primer orden y
espermatides inmaduras, estadio madurativo en el que los procesos de mitosis y de meiosis
de las células germinales han concluido. Estos datos acerca de la regulacién de los procesos

del ciclo celular en relacion con la expresion del RA en humanos son sugerentes y ain no
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han sido, en nuestro conocimiento, explorados en el testiculo humano. En este sentido, no
obstante, la relacion del RA con el ciclo celular si se ha investigado en las células de Sertoli
prepuberales de la rata; en concretontaunoexpresion intranuclear delina D2 aparece
claramente en el dia 10° postnatal y persiste hasta el dia 35°, para desaparecer en las ratas
adultas. Estudios dmicroscopiaconfocal demuestran @-expresion del RA y deiclina

D2 dentro del mismo tubo seminifero. En ratones, la destruccion selectiva del RA en las
células de Sertoli determina alteraciones dentaunoexpresion deliclina D2. Estos

estudios demuestran que no existe un papel especifico en el ciclo celulaictindeD2 en

las células de Sertoli maduras que se localizan especificamente en aquellos estadios
madurativos de laspermatogénesis del raton; los cuales son regulados selectivamente por

la accién de los andrégenos y por la expresion de’RA.

En relacidon con laespermatogénesis conservada (testiculos del grupo control de
hombres adultos normales), no se han encontrado diferencias en la intensidad de tincién del
RA de las células de Sertoli, cuando se comparaban aquellas areas del tubo seminifero con
diferenciacion de unaspermatogénesis completa (grupo 4) -en las que se veian abundantes
espermétideglongadas- con aquellos otros segmentos del tubo seminifero normal en los
que el estadio madurativo solo alcanzaba hasta la diferenciacespelenatides redondas

0, incluso, hasta la diferenciacién espermatocitos dg’ orden.

Con el fin de corroborar nuestros hallazgos morfoldégico-descriptivos y de obtener una
mayor objetividad de los resultados, se procedio a realizar estudicsdensitométricos
estaticos del RA. Para ello, la cuantificacion de la intensidad del color marrén en los nucleos
de las células de Sertoli -colaresultane del revelado de la inmunotinciébn con
diaminobencidina del método &treptavidinaBiotina-Peroxidasa (SBP) y de cuya mezcla
surgen las diferentes gamas de colores marrén-pardos- se valoré en los canales rojo y verde
del espectro de color RGB de la imagen digitalizada. Los datos cuantitativos de la densidad
Optica integrada (DOI), representados graficamente en el presente estudio mediante el
namero inverso de la DOI, demuestran que la intensidad de expresion del RA de los nucleos
de las células de Sertoli no varia en los diferentes estadios madurativos de la
espermatogénesis normal, incluso en aquellos segmentos del tubo seminifero en los que el
estado del ciclo celular aun se encuentra en la fase de divisiones mitéticas (sefialados en el

grafico como el estado madurativo constituido exclusivamenteeppermatogonias y
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células de Sertoli) previas a los procesos de formaci@spiermatocitos de€'lorden, y de
procesos meibticos y postmeidticos. Estos datos numeéricos ponen de manifiesto la
subjetividad de la cuantificacion de la intensidad del color cuando se realiza por simple
estudio visual de la preparacion, tal como incluso nos ha ocurrido durante la evaluacién de
nuestro material. Ademas, curiosamente, si se encontré una ligera mayor expresion del RA
en las células de Sertoli en aquellas areas del tubo seminifero en las que las Unicas células
germinales presentes eraspermatogonias basales. Aunque es especulativo, pudiera
sugerirse que existe un exceso de expresion del RA, lo cual es necesario para activar todos
los procesos de sefalizacion y regulacion hormonal que intervienen en al mitosis y antes o
durante el inicio de la primera divisi@gmeidtica.

En los segmentos del tubo seminifero atréfico, contrariamente a lo que ocurre cuando
la espermatogénesis est@servada, la proporcion entre estos dos canales rojo y verde de la
intensidad de la expresion nuclear del RA en las células de Sertoli esta disminuida; aunque
aparentemente no existen cambios relevantes de la expresion intranuclear del RA en las
células de Sertoli. En este sentido, cabe precisar que estas areas se asocian con la formacion
de espacios vacios (“las denominadas vacuolas de los tubos seminiferos”), dispuestas en la

porciénadluminal del epitelio, consecuencia de la pérdida de céspeymatogenicas.

Se sabe que las gonadotropinas tienen como accion principal mantener la funcion de
las células somaticas testiculares; de hecho, son los androgenos, y primariamente la
testosterona, quienes actlan sobre las células soméaticas para regular la diferenciacion de las
células germinales. El mantenimiento deetgpermatogénesis por la testosterona se realiza
por la accion directa de la FSH y la LH que, a su vez, regulan la actividad de las células
somaticas del testiculo. La LH controla la produccién de testosterona por las células de
Leydig; mientras que la FSH actua 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 Iaespermatogénes:f?. La activacion de receptoressteroideos
especificos, por medio de laaslocacion reversible del complejo esteroide-receptor
esteroideo hacia el nucleo, sitio donde se une al DNA, provoca o inhib@daripcion de
determinados genes imprescindibles en la regulacion funcional del testiculo. Estudios
recientes de destruccién de la funciébn del RA han demostrado que es un requisito

imprescindible la participacion de los androgenos y del RA en los procesos de sefializacion
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que regulan l@spermatogénests’

Esta establecido que la activacion funcional del RA en la células de Sertoli depende de
los nivelegntratesticulares de testosterona yolriiﬂa'drotestosteronﬁl.2 Las células de Sertoli
del testiculo adulto, ademas de contener receptores nucleares para los andrégenos, también

contienen en el nucleo receptores de estrégenos tip&%eta.

Pero ademas, los mecanismos de sefalizacion de las células de Sertoli normales
dependen de la regulacion del RA mediada por las hornestesoideas, manteniendo la
normal estructura y funcion de la células de Sertoli. En este sentido, los andrégenos, a través
de laregulacion de los RA, determinan la normal constitucién en las células de Sertoli de su
citoesqueleto rico en filamentos intermediosvit@entina y filamentos finos dactina,
ademas de reticulendoplasmico liso, un nimero variable de mitocondrias y la presencia de
lisosomas primarios y secundarios. Sin embargo, en la patologia congénita testicular,
incluida la criptorquidia, las células de Sertoli cambian el parfitunohistoquimico
normal, incrementando los filamentos\dmentina y sobretodo de queratinas de bajo peso

molecular y aumentando el nimero de lisosomas secundarios y de cuerpos residuales.

Y estas consideraciones acerca de la regulaaitotrina del RA sobre las células de
Sertoli, recientemente han sido corroboradas mediante estudios experimentales; en los que
el disefio de un modelo de ratdmbck-out” de RA especifico de las células de Sertoli ha
permitido ver que la expresion ganentina en las células de Sertoli esta significativamente
incrementada, y ldaminina esta disminuida; lo que sugiere una relacion intima de los
defectos detitoesqueleto de las células de Sertoli con las alteraciones de los mecanismos
de union de las propias células de Sertoli a la lamina basal. De otra parte, cuando existe
defecto de la expresion del RA, se produce una alteracion de la sintedaudiea y
ocluidina, que son dos moléculas que sellan las carillas laterales de las células de Sertoli y
que estan relacionadas con las uniones Sertoli-Sertoli; la disminucion de estas moléculas de
comunicacion celular en estos ratondsiotk-out” conducen a una alteracion de la
integridad de la barrerhematotesticular. En esos ratones con defectos del RA, también
existe disminucion de lxansferrina, una molécula indicadora de la funcion normal de las
células de Sertoli; por ello, en estos ratones con alteracion del gen del RA se producen
defectos funcionales importantes de las células de Sertoli en la produccién y secrecion de
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proteasas, proteinas de transporte, y factoaescrinos, que conducen a alteraciones en la

maduracién y normal funcién de las células germin&fes.

Los resultados previamente descritos en estos modelos experimentales confirman,
ademas, la teoria bien establecida de que los andrégenos participan en mecanismos de
regulacién nagendmica en numerosas células somaticas. Se sabe que en muchas de estas
células somaticas, se producen sefales de transduccién determinadas por los andrégenos
gue actian sobre otros receptores de superficie celular, los cuales regulan una gran variedad
de funciones celularé®® Ademas de esta via alternativa de sefializaciéon mediada por
andrégenos, los andrégenos pueden actuar por una via clasica de estimulacioff HBERA.
hecho, varios mensajeros secundarios pueden ser activados por los ancﬁ%gmdrsuno
de estos segundos mensajeros es capaz de activar mulfiplessas (cascada MAP
quinasa)® Esta serie de reaccionegiinasa son capaces de alterar la actividad de
determinados factores de trascripcién que estan implicados directamente en la regulacion de

la expresion génici?

El estudio de los testiculosriptorquidicos 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 testicalitorquidicos extirpados en la infancia y de otros
extirpados en la pubertad, se pueden ver en mdultiples tubos seminiferos incursiones
granulareseosindfilas en el interior del citoplasma de las células de Sertoli, las cuales son
positivas para marcadorésosomales, incluidos alfa-4ntitripsina y CD 68. Estos cambios
granulares de las células de Sertoli, se producen por una acumulacién anormal de gran
cantidad de lisosomas secundarios; ademas, estas células presentan alteraciones del
citoesqueleto con disminucion de filamentos de vicentina, y no muestran
inmunorreactividad con anticuerpaatiinhibina, lo que sugiere que estas células de Sertoli
granulares presentan importantes alteraciones funcionales. Es muy probable que estas
alteracionedisosémicas determinen una disfuncion irreversible de la actividad fagocitica
realizada por la célula de Sertoli normal. Por ello, es asimismo verosimil especular que estas
lesiones constituyen una anomalia primaria e irreversible de la célula de Sertoli que puede
contribuir, entre otros varios factores, al desarrollo de infertilidad en los pacientes

criptorquidicos™™®

Es interesante destacar que el mantenimiento de una bsp@anatogénesis depende
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muy directamente de complejos entramados de regulacion estructural y funcional de las
células de Sertoli, pero también la espermatogenesis, y en intima relacion con las células de
Sertoli, depende de la regulacion de las hormesgeroideas. En concreto, para mantener

una espermatogenesis correcta se necesitan altos niveles de testosteetesticular
secretada por las células de Leydig, y esta testosterona es ofertatlgbaltssseminiferos
uniéndose a la proteina transportadora de andrégenos (ABP). De este modo, la testosterona
penetra en las células de Sertoli y se une a los receptores nucleares especificos del RA -un
miembro de la superfamilia de receptores nucle&t®activando la sintesis y secrecion de
proteinas y otros factores de crecimiento que regulasparmatogénesis, facilitando la
meiosis e inhibiendo lapoptosis de las células germinaﬁges.

La concentracion de testosteran#ratesticular en hombres normales es mucho mas
alta que la concentracion de testosterona en el suero, llegando a ser 10 veces mayor.
Desgraciadamente, existen muy escasos estudios que aborden la concentracion de
androgenos en el fluido testicular del testiculo humano normal, y también son de dificil
disefio los estudios que pretenden relacionar la concentiatigtesticular de andrégenos
con laespermatogénesis en el hombre normal. En hombres, se ha demostrado que existe un
gradiente entre la concentracion de testosterona en el suero y dentro del testiculo, aunque la
concentracion de testosteroindératesticular 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 Salfadihidrotestosteronantratesticular soélo representan el 2% de toda la
testosterona, a pesar de la gran afinidad por el RA. En este sentido, la cuantificacién de la
dihidrotestosteronantratesticular no parece ser un marcador significativo en el hombre
normal. Con todo, esta claro que es necesario que se produzca una adecuada sintesis de
testosterona dentro del testiculo normal, con el fin de mantener o restaurar cuantitativamente

unaespermatogénesis norntal.

Con el incremento de la edad de los pacientes adultos es frecuente observar patologia
obstructiva en la biopsia testicular, como consecuencia de obstrucciones de la via
espermatica, la cual muy frecuentemente es secundaria a la patujogiglasica o
neoplasica prostatica. En el presente estudio, hemos encontrado una importante
descamacion 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
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actividad morfoldgica del RA, ya que la mayoria de los nucleos de las células de Sertoli
presentan una robusta inmunotincién para el RA, o los cambios en la intensidad del marcaje
no son tan manifiestos como el grado de atrofia del epitelio seminifero. Incluso en las areas
con importante atrofia del epitelio germinal, en donde predomina un patrén de solo Sertoli -
asociado con importanteseudovacuolas de atrofia epitelial-, curiosamente persiste un

evidente marcaje del RA.

Estos datos morfolégicos también estan en consonancia con la experiemggigodel
de investigacion donde se ha desarrollado la presente Tesis, puesto que también en pacientes
joévenes que consultan paroospermia wligoazoospermia grave pueden observarse signos
obstructivos en la biopsia testicular, caracterizados por un incremento significativo del
namero deespermatidas de tipo adulto, con respecto al nUmeesmirmatidas inmaduras
(espermatidas redondas), patrén completamente opuesto al caracteristico del hombre adulto
normal, en que la biopsia testicular demuestra un menor numespdanatidas maduras
que deespermatidas redondas. Estas lesiones obstructivas en el hombre joven no sélo se ven
en lasazoospermiagiopaticas, sino que suelen ser un dato de frecuente observacion en
aquellos pacientegsasectomizados que evolucionan amanulomas espermaticos en el
extremo proximal de la seccion del conducto defergsiateral. Estogranulomas pueden
producir un exceso de reabsorcion del fluido testiculaepydidimario, ademas de
incremento notorio de la reabsorcion de lipidos provenientes de la destruccion de
espermatozoides, lo que origina um&rovacuolizacion del citoplasma de las células del

epididimo®®

Se ha evaluado lmmunolocalizacién del RA en una serie de testiculos de hombres
azoospermicos, observandose un mayor niumero e intensidachwigmarcaje del RA en
las células de Sertoli de los casos que presentaban un patron de solo Sertoli, con respecto a
aguellos casos diagnosticados de parada de la espermatogenesis, y también con respecto al
encontrado en el testiculo de hombres normales (grupo cdﬁ?rDlado gue la accion
altima de los androgenos estd mediada por el RA, es posible que diferencias en la
sensibilidad a los androgenos puedan contribuir a la variabilidad de los niveles de
testosterona sérica, y en definitiva arérorregulacion negativa de la testosterSh&!
presente estudio cuantitativo del RA en relacion con las diferentes fases del ciclo del

epitelio seminifero normal, cuando se valor6 la DOI de los canales rojo y verde, no
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demostré cambios significativos; tampoco se encontraron valores distintos de esta densidad
en relacion con los diferentes grados hdeoespermatogénesis; dicho de otro modo, el
comportamientanmunohistoquimico de la expresion del RA no presentaba variaciones en

las areas de atrofia tubular, frecuentemente observadas en pacientes ancianos. Ademas, se
ha encontrado un comportamiento idéntico de los canales rojo y verde en relacion con el
ciclo celular normal del epitelio seminifero y, asi mismo, el mismo comportamiento en las

areas atroficas deacuolizacion del epitelio seminifero.

Los datos obtenidos en nuestro estudio, acerca de los relativamente pocos cambios de
la expresion 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 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 otfdsLa circulacién de andrégendsoactivos en
hombres mayores de 50 afios con sintomas de andropausia se asocian con niveles séricos de
testosterona relativamente disminuidﬁ)ospero aln es prematuro precisar si estos cambios
dependen de la diferenb@oactividad o de la modulacién selectiva del R2Pero ademas,
es importante destacar que la resistencia a los andrégenos puede ser la causa del 40% de la
infertilidad masculinadiopatica debida azoospermia o aligospermia grave, sobre todo
en aquellos casos en los que no existe una alteracion depefisiario testicular; por lo
que seran necesarios nuevos estudios del RA de andrégenos en biopsias testiculares de

pacientes jovenes que consultan qdrfertilidad o por infertilidad.

Los estudios moleculares del RA en pacientes que estan entrando en el climaterio
masculino son escasos, con datos poco contrastados y a veces bastante contradictorios. En la
andropausia, solo algunos cambios relacionados con la edad pueden asociarse con la
longitud de las zonas repetidas de CAG, lo que sugiere que este parametro puede representar
un papel en la diferente regulacion de las acciones de los andrégenos en el hombe viejo.

En concreto, el nimero de repeticiones de CAG se incrementa a medida que avanza la edad,
y este incremento se correlaciona con las alteraciones patolégicas que pueden padecer los
pacientes, incluidos depresion, ansiedad, deterioro del estado general, disminucién de la

comunicacién y, por ultimo, fallecimiento del paciehqgeSin embargo, hasta el momento
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presente no se ha encontrado una asociacion significativa entre la longitud de la repeticion
CAG del RA y los niveles de testosterona total y libre; tampoco se ha encontrado relacion
con los niveles de LH ni con el denominado indice de AlS, que viene determinado por la
multiplicacién de los niveles de testosterona y los dé€TAiodos estos hallazgos permiten

sugerir que el polimorfismo de la repeticion CAG en el gen del RA en hombres ancianos
sanos no desempefia un sustancial e importante papel en la variabilidad interindividual de

los niveles de testosterona sérica, ni en las determinaciones de recambio del min&tal 6seo.

En la actualidad, aun persisten dudas acerca de la implicacién de las alteraciones del
gen del RA en lhipoespermatogéneis presente en hombres normales de edad avanzada; por
ello, se ha investigado el tamafio de las repeticionesideatleétido CAG presente en el
exén | del RA. En este sentido, no se han obtenido diferencias significativas entre los
pacientes ancianos corespermatogénesis conservada y aquellos que tienen
hipoespermatogénesis o diferentes grados de parada de la maduracion 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 si
mismas, no parecen constituir un factor de riesgo para las alteraciones de la

espermatogénesis en pacientes anciahos.

En el testiculocriptorquidico humano, se ha realizado un estudio preliminar no
cuantitativo centrado en las alteracioma®unohistoquimicas de la expresion del RA, en
relacion con el estado madurativo de los tubos seminiferos. Se han considerado tres patrones
especificos de tubos seminiferos en pacientes con testérigazquidicos después de la
pubertad: 1) tubos seminiferos con diferenciacién focal de células germinales, pero sin
alcanzar unaespermatogénesis 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 seminiferos de muy pequefias dimensiones, de contornos irregulares
y compuestos exclusivamente de células de Sefisdienéticaé> La mayoria de tubos
seminiferos que han experimentado crecimigmbstpuberal mostraban una robusta o
moderada intensidad del RA. Contrariamente, los tubos con células de Sertoli inmaduras o

disgenéticas no se marcaban con el anticugntieRA. Estos resultados sugieren que existe
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una correlacion directa entre la disminucion de la expresiéon de RA y la gravedad de las

lesionegdisgenéticas en la criptorquidia.

Dado que estas lesiondsgenéticas del testicutmiptorquidico muy probablemente
se produzcan antes del nacimiento, resulta necesario evaluar si en estos cambios también
pudieran estar implicadaaeraciones de la expresion del RA antes del nacimiento. El
primer problema que se presenta es el escasisimo namero de publicaciones y la poca
experiencia en el estudio pormenorizado de la expresion del RA en el testiculo fetal humano
normal. En nuestro conocimiento, solo se ha realizado un estudio del RA en 5 fetos
humanos, comprendidos entre la 72 y 222 semanas de gestacion. Ya desde la 72 semana de
gestacion, el RA esta presente en las células germinales indiferenciadas, en las células
mioidesperitubulares y en algunas células de Leydig y del tejidsenquimal intersticial.
A medida que avanza la gestacion, el numero de céhitzidesperitubulares positivas al
RA permanece constante hasta la 222 semana de gestacion; pero el numero de células
estromales del intersticio positivas al RA incrementa notoriamente en la segunda fase de la
gestacion. En la especie humana, es crucial para el desarrollo gonadal la presencia de una
hiperplasia fisioldgica de células de Leydig durante la 14-18 semanas de gé&taion.
embargo, en el testiculo fetal humano, el RA y la protdeck2 (una proteina
antiapoptotica) progresivamente quedan restringidos a las célidates peritubulares a

medida que avanza la gestac?%‘h.

Se sabe que, a partir de la 122 semana de gestaciorinsaihadetectado un receptor
de estrogenos alfa en la regigerrinuclear de las células de Leydig, siendo su mayor
intensidad en la 162 semana, para disminuir progresivamente hasta la 222 semana. Por el
contrario, el receptor de estrogenos beta ha sido observado en las géhdales
indiferenciadas en la 72 semana de gestacion, siendo aun mucho mas aparente en las células
germinales y en las células de Leydig a partir de la 122 semana de gestacion. Estos hallazgos
estan en consonancia con el bien establecido papel de los andrégenos en los mecanismos de
sefalizacion de la diferenciacion sexual y dedpermatogénesis en el testiculo humano
fetal; sin embargo, aun se desconoce con exactitud el papel que representan los estrogenos

en el desarrollo del testiculo y del epididimo humdnbs.

En nuestro laboratorio, ain son muy preliminares los datos obtenidos del marcaje del

RA en el testiculo fetal; sin embargo, dado que las biopsias de los testiqutimsjuidicos
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deben realizarse durante la infancia temprana, es necesario disponer de un patron normal de
posibles cambios de expresion del RA en las diferentes fases del desarrollo testicular
postnatal, durante la infancia, el crecimiento testiqui@puberal y el inicio de la pubertad.
Aunque aun los datos son preliminares, si hemos podido estudiar e incluir en el presente
estudio la evaluacion de la expresion del RA en el testiculo infantil normal (obtenido
durante la autopsia de nifios fallecidos por causas que no conllevan alteraciones testiculares
ni endocrinolégicas). Durante la infancia temprana, la mayoria de las células de Sertoli estan
desordenadas en el tubo seminifero, pero presentan una moderada o intensa
inmunoexpresion del RA; contrariamente, las células germinales carecemuh®marcaje.

Las célulasmioides peritubulares y los fibroblastos intersticiales sélo muestran trazas de
inmunotincion. A los tres-cuatro afios de edad, existe una mejor organizacion de los tubos
seminiferos; sin embargo, puede resultar paraddjico que la mayoria de los nucleos de las
células de Sertoli sean negativos o sélo muestren vestigios del RA, siendo excepcionales los
nacleos que presentan maydnmunomarcaje. Lasespermatogonias basales son
rigurosamente negativas y la mayoria de las células intersticiales no muestran
inmunotincion. Sin embargo, esta ausencia de inmunotincion para el RA estd en
consonancia con el periodo de quiescems@fo-funcional en el que sencuantra el
testiculo en los nifios de cuatro afios de edad. Contrariamente, en esta edad, el RA esta
constantementéxmunolocalizado y con intensa expresion del RA de los ndcleos de las
células principales del conducgpididimario y en otros 6rganos genitalesxyragenitales,

en los cuales cumple su funcién de masculinizacion del nifio para preparar todas las células

dependientes de hormonas del organismo para adaptarse y experinautartidad.

Durante la pubertad, las células de Sertoli normales experimentan cambios
morfolégicos dramaticos con maduracién de las células de Sertoli infantiles (aun inmaduras
presentes en el testiculo de los nifios menores de 6-8 afos) y su transformacion como células
de Sertoli, primero de tip@repuberapuberal y luego de tipo adulto, con completa
actividad funcional y que expresan abundantes filamentos intermediagisndetina. La
maduracion de las células de Sertoli, se acompafia por una disminucion de su actividad
mitGtica antes incluso de que se diferencien las ondasspermatogénesis durante el
periodoprepuberal ypuberal. Estos cambios son paralelos a las pérdidas de los marcadores
inmunohistoquimicos 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
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siempre presentes en las células de Sertoli de tipo fetal. En nuestro estudio, hemos
observado que en las muestras testiculares procedentes de nifios de edades comprendidas
entre cuatro y seis u ocho afos, la expresion 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 robustmunomarcaje nuclear; ademas, en las areas adyacentes
sélo algunas células intersticialepgritubulares expresan trazas del RA. Pero a medida que
avanza el desarrollprepuberal, hecho que ocurre en edades muy variables comprendidas
entre nueve y once o doce afos, se evidencia un aumento del didmetro medio de los tubos
seminiferos, y la diferenciacion @spermatocitos de primer orden. En esta areas con inicio

de laespermatogénesis, las células de Sertoli dispuestas en su intima vecindad presentan
una intensa tincién intranuclear del RA; y estos cambios de actividad del RA no son
exclusivos de la células de Sertplepuberales, sino que también ocurren en las células
mioides (con constante y evidemtenunomarcaje del RA); asimismo ocurren, incluso, en el
intersticio testicular, en el que si bien aun persisten algunas células de Leydig inmaduras
coninmunomarcaje negativo, aparecen algunas células de Leydig poligonales con signos de
maduraciénpuberal, algunas de las cuales pueden ser positivas al RA. Con todo, al igual
gue ocurre en el testiculo adulto normal, la mayoria de las células de Leydig normales de
tipo adulto paradojicamente no presentamunoexpresion del RA. En definitiva, en el
testiculopuberal cuando ya se alcanza espermatogénesis completa, practicamente igual

a la propia del testiculo adulto del hombre normal, la mayoria de los nucleos de las células
de Sertoli contienen un robusto marcaje del RA, lo que contrasta con el tenue marcaje de las

célulasmioidesperitubulares adyacentes.

En relacion con las alteraciones del tracto genital masculino en pacientes que
consultan posubfertilidad o por infertilidad de causa congénita, se sabe que los androégenos
desempeiian 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 determinaria un alto potencial de infertiidad. 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
administracion terapéutica de testosterona o de gonadotropina en estos pacientes no siempre
mejora la produccion de espermatozoides; asimismo, el abuso de la administracién de

esteroides anabolizantes frecuentemente causan infertilidad del*YaEma demostrado
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completamente que el CAIS esta causado por una mutacién en el gen del RA, la cual se
asocia a anomalias del desarrollo testicular y a un incremento del riesgo de neoplasias
malignas de células germinales en el testittisin embargo, estos cambios malignos son

muy bajos en los nifioprepuberales o durante la pubeft%\‘dDe 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 Lmeycligljtiasis,
angiopatias e hiperplasslenomatosa de la retstis. Ademas, se han encontrado cambios

muy importantes de las células de Sertoli, incluidos la presencia de nddulos de células de
Sertoli, células de Sertoli con cambitisgenéticos e involutivos, tubos con un patrén de

solo Sertoli, diferentes grados Helinosis peritubular y esclerosis tubular, y lesiones del
compartimentoadluminal de los tubos seminiferos. El presente estudio sugiere que las
células de Sertoli anormales desempefian un papel muy importante en la creacion de un
microambiente que facilita el desarrollo y la activaciéon del carcinoma in situ, y
posteriormente de los tumores germindlggdtrantes. Por todo ello, es posible especular

gue en estos pacientes con tumores testiculares de células germinales, las células de Sertoli
ya desde la vida fetal o durante la infancia presentan una diferenciacion anormal que
pudiera estar causada por anomalias genéticas o por agentes ambientales aln no bien
conocidos. Esta diferenciacion anormal de las células de Sertoli puede causar no sélo fallo
primario de laespermatogénesis y parada de la maduracion @spermatogénesis en
diferentes estadios celulares, sino también puede contribuir, en parte, a fallos primarios que
impidan o dificulten la diferenciacion de Igenocitos erespermatogonias. Estgenocitos
andmalos podrian ser células germinalisgenéticas, que posteriormente se transformarian

en células de carcinoma in situ testicdfar.

Los datosanteriomente descritos en humanos, acerca de la naturaleza primaria de las
lesionesdisgenéticas encontradas en los paciestdértliles (algunos portadores ademas
de tumores de células germinales), estan -en parte- en consonancia con experimentos
recientes en testiculos de ratén, en los que se ha podido identificar y localizar una proteina
especifica que interactla con el RA; dado que esta proteina pertenece a una familia de
proteinas relacionadas con la remodelacion de la cromatina, con funciones reparadoras del

DNA y con procesos de recombinaciones homéldgdssta proteina ha sido detectada
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inmunohistoquimicamente en el nucleo de la célula de Sertoli normal desde las primeras
fases del desarrollo postnatal; asi mismo, sentmanolocalizado en todas las células del

ciclo espermatogénico. Ademas, en aquellos ratdnpsgonadales, esta proteina esta
significativamente disminuida en las células de Sertoli y en las células germinales. Esta
alteracion no mejora cuando se administra testosterona o FSH. Estos datos sugieren que esta
proteina es uno-regulador del RA de las células de Sertoli in VA/Bn la Gltima década,

se han creado ratonekndck-out” especificos para el RA en las células de SéHdiin
definitiva, estos resultados permiten sugerir que el RA funciona como un factor de
transcripcion dependiente del ligando que regula la expresion de una gran variedad de genes
diana, que son muy importantes en el desarrollo de la pubertad y de la fertilidad dal varon.
Las acciones de los andrégenos estan mediadas por el RA que en el testiculo humano se

expresa en las células de Sertoli, en las células de Leydig y en Iaspne’li'mllfimIare§.64

Es mas, se han realizado modelos experimentales de creacion de Hatooksout”
con RA completo, y de otroskfiock-out” con RA selectivo de células de Sertoli que
permiten estudiar los mecanismos de regulacion del RA en las células de Sertoli. De este
modo, se ha encontrado que el efecto de los andrégenos sobre los mecanismos de
proliferacion de las células de Sertoli y, por ello, sobre su nimero total, no estan mediados
por una via directa de estimulacion del RA. En los ratohk@®ck-out” para el RA
completo, se observa una drastica disminucion de varias moléculas de las células de Sertoli,
incluidas la proteina transportadora de acidos grasos, el factor de crecplagugtario 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 accion de los
andrégenos en relacibn con los diferentes camlposliferativos y madurativos
dependientes de lemmunoexpresion en las células de Sertoli de marcadores tales como
AMH, p27 y glicoproteinas sulfatadas-2; pero en contraposicion, si es esencial la expresion
de otros genes de las células de Sertoli que regulan el desarrollo de los preiésoss y
postmeidticos de las células germinafés.

Estos datos de laboratorio corroboran una vez mas gespkrmatogénesis esta
regulada en roedores (y también en primates, incluido el hombre) por complejos
mecanismogaracrinos, en los que son cruciales también los nivelegtesticulares y

circulantes de andrégenos déhidrotestosterona y la testosterona, respectivamente. En
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concreto, en la rata, urspermatogénesis cuantitativamente normal es posible s6lo cuando
los niveles de testosteronatratesticular son significativamente mayores que la
concentracion de testosterona en sangre periférica. Cuando la concentracion de testosterona
intratesticular falla, se produce una pérdida de células germinales, sobre todo en aquellos
estadios de leespermatogénesis que dependen de los androgenos; en estos casos, la
administracion 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 concentracion de testostiroatesticular puede regular la
proliferacion y la muerte celular, siendo estos efectos dependientes de la localizacion del
RA y del mMRNA para el RA en las células de Sertoli, cuyas concentraciones varian en
aquellos estadios madurativos deefpermatogénesis que son sensibles a la accion de los
androgenos. Esto es, son las células de Sertoli localizadas en los estadios VII-VIII del
epitelio seminifero de la rata los que normalmente contienen un intenso marcaje del RA. El
tratamiento con capsulas de testosterona y estrogenos produce ausencia de la inmunotinciéon
del RA en los nucleos de las células de Sertoli; sin embargo, cuando se restauran los niveles
normales de testosterona aparece de nuevo la expresion del RA en las células de Sertoli. La
pérdida de lanmunolocalizacién nuclear del RA en las células de Sertoli se correlaciona

con el incremento del numero de células germinalfisf;;)eptosié.13

La degeneracion deespermatocitos primarios papoptosis ocurre durante la
espermatogénesis normal, pero se incrementa en numerosas condiciones patolégicas
testiculares, incluyendo la exposicidén a agentes toxicos para el testiculo. En este sentido, la
administracion de &acidanetoxiacético -modelo bien conocido dpoptosis masiva de
espermatocitopaquiteno de la rata- ha demostrado que agsdptosis estd mediada por el

incremento de la expresidmtracitoplasmica del receptor de estrogenos Qféaabetaf48

Asi mismo, en la especie humana, un nimero apreciable de pacientes diagnosticados
de diversos grados dsubfertilidad o de infertilidad absoluta presentan alteraciones
genéticas, de expresion de sefiales o metabodlicas que intervienen y regulan las divisiones
meioticas de las células germinales. En este sentido, se sabe que la progresion de la primera
division meidtica de las células germinales esta regulada por los andréogenos y muy
probablemente por los estrogenos. Cuando esta regulacion falla, se producen paradas de las

meiosis en logspermatocitos primarios, los cuales degeneraapgmptosis. Se ha visto que
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la hiperexpresion de proteina transportadora de androgenos (ABP) en el testiculo de ratones
transgénicos induce una parada parcial de la meiosis, lo cual es debjiptasis de
espermatocitopaquitenos. Recientemente, se ha demostrado que en el citoplasma de los
espermatocitopaquitenos senmunolocaliza el ER-beta, el cual podria estar implicado en
mecanismos de represion de la proliferacion y de los procesos de meiosis celular. Se ha
encontrado que lammunoexpresion de ER-beta es muy intensa en el citoplasma de los
espermatocitopaquitenos presentes en los testiculos de rati@msgenicos para el ABP, y

gue esta robusta inmunotincion se localiza en aquellos estadios tubulares de la maduracion
del epitelio seminifero durante &spermatogéenesis en los cualeapgaptosis es maxima.

Todos estos datos permiten sugerir queegpermatocitopaquitenos que degeneran son los

que mas expresan ER-beta, o dicho de otro modo, que el ER-beta regula negativamente la

progresion de la meiosis, lo que conduce aapugptosis de Ioespermatocito%g.3

Existen numerosas hipotesis acerca del significado funcional de las mutaciones que
afectan al RA en relacion con las diferentes patologias testiculares y, de modo muy especial,
con el Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos (iQISDe hecho, es
extraordinariamente (til el andlisis de la longitud del tracto CAG normal del gen del RA en
relacion con los diferentes tipos de patologias testiculares presentes en hombres infértiles.
Pero ademas de mutaciones del RA relacionadas con patologias de la fertilidad,
recientemente se ha identificado una regidn del cromosoma Y relacionada con la
azoospermia, denominado facemoospérmico AZF; de este modigleciones del factor
AZF de lasubregién del cromosoma Y pueden estar presentes en un espectro variable de
alteraciones de la espermatogenesis, que incluyen desde casos ligeros de
hipoespermatogénesis hasta una deplecion absoluta de células germinales, que son la causa
de infertilidad de estos varongsLa microdelecion del cromosoma Y representa un estadio
intermedio entre el sindrome de solo Seiittibpatico y unaespermatogénesis normal. De
otra parte, en algunos casos se ha observaddalecion de AZF con mutaciones del gen
del RA y del gen del receptor de F$HiTodos estos datos sugieren quierodeleciones de
una region comun de AZF del cromosoma Y conducen al desarrollo de un estatus
intermedio entre una complaetapermatogénesis y un sindrome de solo Séitopiatico, lo
que explica la presencia de alteraciones histologicas heterogéneas en la biopsia testicular de
un determinado paciente, lo que podria indicar diferentes comportamientos de los tubos

seminiferos dispuestos en lobulillos testiculares adyacEhtes.
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En relaciébn con las alteraciones de los mecanismos implicados en el descenso
testicular de los testicul@siptorquidicos, existe un consenso cientifico al considerar que no
es solo el resultado de un defecto mecéanico en el normal descenso del testiculo fetal desde
al cavidad abdominal a la bolsa escrotal, si no que es una alteracion global y multifactorial
de las células germinales, las células de Sertoli, las células intersticiales y de las células
peritubulares, tanto de sus caracteristicas morfolégicas como de su regulacion hormonal y

paracrina.

En el presente estudio, se abordé muy pormenorizadamente la expresion del RA en los
nacleos de las células de Sertoli en relacion con las diferentes lesiones presentes en los
testiculoscriptoquidicos humanos. En comparacion con la identificacion de los patrones
normales de la expresion 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 expresion del RA en los
testiculoscriptorquidicos extirpados en pacientes adolescentes y adultos que ya habian
pasado la pubertad. Como bien ha quedado demostrado en la evaluacién histolégica de estas
piezas quirdrgicas, la criptorquidia del adulto se caracteriza por una mezcla de diferentes
patrones de maduracion tubular presentes en el mismo testiculo, de modo que a veces
patrones muy diferentes aparecen en lobulillos testiculares contiguos. Con el fin de precisar
mejor la cuantificacibrmicrodensitométrica del RA, hemos simplificado todo el espectro
lesional en 5 patrones de tubos seminiferos del testicujforquidico: 1) Tubos
seminiferos que presentan una diferenciacion incompletaespermatogénesis con
diferenciacion focal exclusivamente dspermatogonias gspermatocitos d&' orden; 2)
tubos seminiferos con solo diferenciacion esermatogonias basales, en ausencia de
diferenciacion despermatocitos de primer orden; 3) tubos seminiferos con mayor diametro,
debido a que han experimentado un crecimiento después de la pubertad, pero que presentan
un patrén de solo Sertoli con predominio de células de Sertoli de tipo adulto; 4) lobulillos
testiculares constituidos exclusivamente por tubos seminiferos de pequefias dimensiones,
con contornos muy irregulares y que tienen un patron de solo Sertoli en el que la mayoria de
las células de Sertoli son de tipo infantil, aunqueinorunomarcaje positivo del RA; y 5)
lobulillos testiculares, asimismo, constituidos exclusivamente por tubos seminiferos de
pequefias dimensiones con contornos muy irregulares y que tienen un patrén de solo Sertoli
con predominio de células de Sertoli de tipo infantil, y carentésnadenoexpresion del RA
(células RA-).
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En el presente estudio, hemos encontrado que Emlanoexpresion del RA en los
tubos seminiferos del testicupuberal criptorquidico, cuando no se identifican células
germinales (patron de solo Sertoli), se observa una importante heterogeneidad de intensidad
de expresion del RA, si se compara con la intensa inmunotincion de las células de Leydig
adyacentes. Sin embargo las células de Sertoli de aquellos tubos adyacentes a los anteriores,
de mayor tamafio y que ademas aun conservan una diferenciacion de la linea germinal
—aunque siempre de modo incompleto-, presentan un citoplasma bajo y denso y también la
expresion del RA en los nucleos esta disminuida, y en algunas células s6lo quedan vestigios
del receptor o la inmunotincion es negativa. Ademas, la expresion del RA es aun menor,
sobre todo en las areas de patron de solo Sertoli y que careespedmatogonias. Las
célulasmioides muestran trazas del RA y también algunas células de Leydig son positivas al
RA. Los tubos seminiferos completamentisgenéticos, con células de Sertoli muy
inmaduras, carecen de RA, y solo algunas (y en numero muy escaso) células de Sertoli mas
diferenciadas, con ndcleo mayor y nucleolo evidente presentan vestigios de inmunotincion.
En definitiva, los testiculosdisgenéticos con tubos muy inmaduros constituidos

exclusivamente con células de Sertoli indiferenciadas son rigurosamente negativas al RA.

Cuando se comparan los datogrodensitométricos de la expresion del RA en los
diferentes patrones tubularesptorquidicos con el patrén normal, se observa un doble
comportamiento de la intensidad de tincién 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 testiculos 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 testiculo normal existe una homogeneidad de la altura de las
barras en ambos canales, contrariamente, en los diferentes patrones tubulares del testiculo
criptorquidico existe una variacion de la expresion del H&ta disparidad de
comportamiento del RA en el testiculo normalriptorquidico se comprueba mejor cuando
se evalla la proporcion entre los canales rojo y verde, observandose siempre una mayor
intensidad del RA en el testiculo normal con respectoitorquidico. Aparece una ligera
disminuciéon del RA en los patrones del testiculoptorquidico que carecen de
diferenciacion de linea germinal; ademds, la proporcion en el grupo de testiculo
criptorquidico con patron de solo Sertoli de tipo infantil sin expresién del RA es la menor en

todos los grupos estudiados.
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Se ha realizado un estudio de correlacién y su significacion estadistica, en cada uno de
los canales RGB evaluados; de este modo es posible verificar si existe relacién de la
expresionnmunohistoquimica del RA de las células de Sertoli, con respecto a cada uno de
los patrones tubulares del testicatgptorquidico. Hemos obtenido una correlacion 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 tipdisgenético. Con respecto al patron de solo Sertoli, se ha demostrado
una correlaciéon inversa pero significativa, entre los que contenian células de Sertoli de tipo
adulto, respecto de aquellos tubos constituidos por células de S8mgelnéticas y que eran

negativas al RA.

La criptroquidia puede presentarse como un hallazgo aislado en la exploracion clinica
0 puede estar asociada con otros defettai$ormativos del aparato genital masculino. De
hecho, las alteraciones de la diferenciacion sexual cuyo resultado es el desarrollo de
genitales ambiguos es un proceso multifactorial en el que pueden estar implicados
mutaciones de genes que codifican enzigssroidogénicas; pero también pueden deberse
a mutaciones del gen de la hormomdilleriana, del gen del receptor de la hormona
antimulleriana, del gen que codifica la sintesis dalf&reductasa y, sobre todo, de
mutaciones del gen del RR% En este sentido, se ha realizado un estudio comparativo de la
inmunotincion del RA con respecto a la expresion M&NA del RA en el musculo
cremaster, con el fin de valorar su posible participacién en los mecanismos de regulaciéon
del descenso testicular. En el grupo control, los nifios con descenso normal del testiculo en
la bolsa escrotal no presentaron tincion positiva del RA en la biopsia del mérssubtster;
al contrario, 4 de 8 casos de nifios con testiculos no descendidos mostraron inmunotincion
positiva para el RA, asi mismo, la evaluacion moleculami®&NA del RA demostro una
disminucién, siendo 10 veces inferior, en los muscatesastéricos de nifios con normal
descenso testicular, con respecto a lo observado en los nifios con criptorquidia. No se han
visto cambios de las hormonas séricas en el grupo deariptmrquidicos, con respecto al
grupo control. Por ello, cabe concluir que la mayor expresion de RA en los musculos
cremastéricos se asocia comaldescenso testicular, lo cual paraddjicamente no conlleva
efectos nocivos sobre el grado de masculinizacion mediado por andrégenos en estos nifios

con criptorquidia unilateraf®
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En la criptorquidia y con el fin de valorar la posible implicacion de las alteraciones de
la expresion del RA en los mecanismos de descenso testicular, se han realizado estudios
inmunohistoquimicos del RA en testiculiosrabdominales e inguinales, los cuales han
demostrado una disminucion del RA engebernaculum testicular, con respecto al grupo
control?? Estos datos permiten crear la hipotesis acerca de una estimulacion directa de los
andrégenos sobre guberniculum testicular humano que probablemente determine un
incremento de los polisacaridos, lo cual conduciria a un hinchamienguletnaculum,
con ulterior dilatacién del canal inguinal, facilitindose asi el descenso tesfitEamas,
es posible que ocurran procesos multifactoriales que afecten cualitativa o cuantitativamente
al RA y que influyan en el descenso testic:ujza?msinguinall.22 La presencia de una
produccion de andrégenos normales y de un RA normal en pacientesatiescenso
testicular, sugiere que la relacién entre el descenso testicular y las anomalias genitales
constituyen unos procesos multifactoriales muy complejos y ain no muy bien pre%:ei%ados.

En un estudio reciente, el 63% de los pacientes con testiculos localizados en el escroto
tenian niveles altos del RA, mientras que el 85% de los pacientasatidescenso testicular
tenian bajos niveles del RA; estas alteraciones eran aun mayores en los pacientes con
testiculosintrabdominale$? Sin embargo, en un grupo de 21 pacientes con criptorquidia
unilateral no se han encontrado anomalias del gen del RA, por lo que no se considera como
la principal causa de la criptorquidia asildtfaror otra parte, se ha sefalado que la longitud
del segmento de laoliglutamina del RA no influye en la gravedad ddéamasculinizacion
0 en el descenso testicular, pero si contribuye a las anomalias genitales que presentan estos
pacientesl.62 Sin embargo, en nuestra casuistica, el estudio del RA por PCR lo hemos
podido realizar en 14 casos de paciem@stpuberales 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 diagndésticos. Con todo, en ninguno de
estos 14 casos se objetivaron bandas andmalas por PCR con respecto a los testiculos
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 cambiasiutacionales importantes en el RA.
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En un estudio de evaluacion de las posibles causas de mutaciones del gen del RA en
pacientes con criptorquidia aislada, no se han encontrado anomalias dertténd@ldel
gen del RA, por lo que las alteraciones del gen del RA no son la causa de la criptorquidia

unilateral?>3%’

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 sindrome de solo Sertoli, con respecto al
hombre normaf? Dentro del tracto normal, el triplete CAG esta inversamente relacionado

con la actividadranscripcional del RA?

En los pacientes con criptorquidia unilateral, la longitud repetitiva del triplete CAG
del gen del RA no parece desempeiar un papel importante. Sin embargo, en pacientes con
criptorquidia bilateral se ha visto una menor actividad funcional del RA, debido a una
cadena mas larga gmwliglutamina, lo que podria representar un papel importante en la
patogénesis de la criptorquidia bilateral. Ademas, en pacientes con criptorquidia unilateral,
la biopsia del proceso vaginebntralateral presenta una repeticion de CAG mas larga, lo
cual podria ser la causa de las alteraciones del descenso testicular y de un cierre incompleto

del proceso vaginaf?

En los varones infértiles, es notorio destacar que sus testiculos presentan numerosos
signos histolégicos incluidos en el denominado sindromeistenesia testicular, entre
estos datos histolégicos se incluyemi@rolitiasis, los tubos seminiferos con un patrén de
solo Sertoli, la presencia de carcinonmasitu testicular (CIS) y, por ultimo, tubos
seminiferos muy inmaduros que contienen células de Sdidgénéticas y que constituyen
los denominados nddulos de células de Sertoli. Estos nddulos de células de Sertoli presentan
cambios significativos de la expresion de marcadores caracteristicos de las células de
Sertoli, como son laimentina, lainhibina alfa, la AMH, lacitoqueratina 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
criptorquidicos, son secundarias a los efectos deletéreos de la temperatura o metabdlicos
sobre el testiculo no descendido; antes bien, nuestros resultados de las alteraciones
morfologicas y cuantitativas de la expresion del RA indican que la baja expresion, o la
ausencia de ella, esté correlacionada con los cardlsigenéticos 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 maduracidorepuberal, y antes del desarrollo de la completa pubertad de
estos pacientes. Se trata, pues, de cétlisggenéticas que difieren de las células fetales o
neonatale&’ Pero ademas, la actividad mitética de las células de Seidgknéticas que
forman los nddulos 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 completamisgenéticas

sugiere que la alteracion de la expresion del RA es completamente irreversible, es una lesion
primaria de las células de Sertoli que ya esta condicionada desde el desarrollo fetal del
testiculo, que en el futuro sera incapaz de experimentar el normal descenso a la bolsa

escrotal.

Esta disgenesia testicular esta siempre presente en las piezasqdiectomia
realizadas en los pacientes con AlS. Pero ademas, estudios previos de los testiculos de casos
con AIS han definido dos lesiones muy caracteristicas, los denominados ndodulos
hamartomatosos y los denominados adenomas de células de *Zertoti.hnamartomas
estan formados por tubos seminiferos solidos con células de Sertoli inmaduras asociados a
células de Leydig y a fasciculos de musculo Hdd.os adenomas de células de Sertoli son
frecuentes en los testiculos de estos pacientes, aunque se consideran algunas diferencias
histoldgicas testiculares entre las formas completa e incompleta de AIS y que han sido
publicadas en estudios clasiédg™ Si bien estos hallazgos son patognoménicos de AIS y
confirman el diagndstico patologico, en otros muchos casos, sobre todo en los pacientes con
CAIS y en los que presentan la variante incompleta (1AIS), es muy importante destacar que,
en general, estos cambios histoldgicos en el testiculo extirpado de pacientes adultos con AIS
son, en cierta medida, bastante semejantes en sus padoeales a los encontrados en
algunos testiculos de pacientes que solo tenian criptorquidia aislada no asociada con otros

cuadrospolimalformativos, ni cromosémicd&>**

De hecho, en algunos casos con IAIS, el
diagnostico patologico es dificil, puesto que las lesiones encontradas pueden ser poco
expresivas, e, incluso, semejar testiculos inmaduro o un testiculo infantil normal. Por todo
ello, cabe concluir que el diagnéstico del AIS comporta estudios multidisciplinares en los
que los datos de patologia deben cotejarse con los datos clinicos y de laboratorio hormonal,
dado que estudios previos que incluyen la evaluacion de series de pacientes concluyeron que

no encontraron diferencias histolégicas en los testiculos entre los dos tipos®e AlIS.

La deteccion de la expresiéimunocitoquimica del RA en las piezasatquiectomia
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extirpadas en pacientes con AlIS ha demostrado cambios heterogéneos. En la mayoria de los
casos hemos encontrado que los tubos seminiferos eran de tipo infantil y presentaban un
patrén de solo Sertoli de tipo infantil. En estos tubos, asimismo la mayoria de los nucleos de
las células de Sertoli eran positivas al RA, pero también se veian algunos ndcleos que
contenian vestigios del RA y otros que eran rigurosamente negativos para h RA.
intersticio se identificaban abundantesimulos de células de Leydig, pero sin
inmunomarcaje del RA. En los casos de AIS estudiados, la mayoria de los tubos seminiferos
tenian bajo didmetro tubular y la paneeritubular era fina. En estos tubos, las células de
Sertoli siempre mostraron cambios de tglisgenético fetal, no evidenciandose expresion

del RA o sélo minimas trazas a nivel nuclear. Las células intersticiales eran de tipo
inmaduro y carecian de expresion del RA; sin embargo, algunos fibroblastos presentaban
marcaje del RA. Ademas, en numerosos compartimentos intersticiales existian areas de
células fusiformes arremolinadas, entremezcladas aodimulos de células de Leydig

negativas al RA.

En aquellos casos de AIS con tubos seminiferos adisgenéticos, existia una muy
escasa expresion del RA en las células de Sertoli, sobretodo en las células de nucleo
fusiforme indiferenciado que carecian rigurosamenténdeinomarcaje del RA, aunque
adyacentemente podian verse algunas células de Sertoli de nucleo redondo con citoplasma
vesiculoso y vestigios de expresion del RA, lo cual contrastaba con la alta intensidad de
inmunomarcaje del RA en las célulasoides de la paregeritubular; y lo que es mas
destacable: el epitelio de revestimiento del condeptdidimario, cuando lo hemos podido
estudiar en estos caso con AlS, mostraba una intensisima expresion del RA en la mayoria de
los nucleos 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 conducteepididimario.

Nuestros datos acerca de las importantes alteracionesnndenomarcaje que
experimenta el RA, y de su amplio espectro de expresion en relacion con las distintas
variedades morfologicas de las células de Seatistienéticas, estdn en consonancia con
estudios previos que demuestran que las determinaciones bioquimicas de hormonas
esteroideas en pacientes con AIS es muy variable, dependiendo de si el paciente presenta un

sindrome completo o incompleto de feminizacién testicular. Con todo, en general, en AlS,
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los niveles séricos de testosterona son generalmente normales, pero los niveles de LH estan
frecuentemente elevadd$:*°estas alteraciones pueden ser debidas a anomalias del gen del
RA que determina una resistencia a los andrégenos en érganos perel‘féglﬁi’éf‘)8 56

En los pacientes con AIS y también en numerosos casos de varones infértiles de causa
aun no bien precisada, se ha encontrado que la pérdida completa de la funcion del RA es la
causa de distintos tipos de patologias genéticas, incluyendo anomaﬁmlséaiﬁ:ISplicin.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
azoospermiaidiopatica o conoligospermia3. Las variaciones genéticas dentro de esta
cascada de eventos pueden interrumpir el normal desarrollo del var6n y conducir a
malformaciones de los genitales externos o intetHo$> Ademas, existen dos tipos de
patologias asociadas a anomalias 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 serd comentada posteriormente- y el cancer de préstata.
Numerosos estudios han demostrados una considerable heterogeneidad en la expresion del
RA, tal como se ha demostrado desde estadios precoces del desarrollo del cancer de
préstatag.

Se han descrito un gran niamero de mutaciones de este gen en 2 digx@mssel 5
y el 73'%% Estas mutaciones pueden causar distintas anomalias fenotipicas del desarrollo
sexual masculin®® desde fenotipo femenino hastesvirilizacién o infertilidad

masculina 63"

En concreto, el sindrome de insensibilidad a los andrégeno (AIS) es el
resultado de una resistenaadrogénica, causada por una alteracion en los RA, debida bien

a una ausencia o bien a importantes anomalias 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 testiculos normales, las
cuales, obviamente, no diferian de las bandas de piel normal de varén sano incluida como
control positivo del RA. Con todo, dada la muy baja incidencia de AIS en la poblacion
general y aun 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
fijacion y la inclusion en parafina pueden determinar en la conservacion del DNA en estos

casos, es obvia la necesidad de estudiar nuevos casos, con el fin de demostrar posibles
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cambiosmutacionales @pigenéticos en el RA de las células de Sertoli en los testiculos

extirpados en pacientes con CAIS o con IAIS.

De otra parte, en la enfermedad de Kennedy -paciente con AIS y con alteraciones del
desarrollo neurolégic?f—3 existe una correlacion entre la longitud repetida de CAG vy el
desarrollo temprano de enfermedad neuroldgica, por lo que se demuestra que esta
enfermedad tiene una relacién directa con la alteracion de la secuencia ?]epeRA,
carecemos de experiencia en estudios de muestras testiculares de pacientes con este
sindrome. Por ultimo, se ha descrito todo un espectro de individuos con sintomas
intermedios de AIS en los que el diagnostico se descubre en la evaluacion de una
infertilidad de causa desconocifd® Dentro de estas variantes clinicas, cabe destacar
varios estudios de pacientes doipospadias graves y criptorquidia bilateral en los que
pueden existir alteraciones del RA,incluidas la mutacién puntual en exén 8> no
obstante, en la mayoria de los casobkigespadia no se encuentran mutaciones especificas,
por lo que es necesario establecer criterios genéticos que permitan clasificar y tratar
correctamente a estos pacien]t]é\;sl.19 Todo este espectro de enfermedades permiten
concluir que las variaciones fenotipicas en los defectos moderados del RA pudieran
permanecer incluso no detectadas durante la exploracion clinica en individuos adultos con
A|S.90’15

El sindrome délinefelter es una de las causas genéticas mas comunes de infertilidad

0 de hecho, es la causa mas frecuente de las alteraciones de los cromosomas

masculina
sexuales, afecta aproximadamente a 1:500 y 1:1000 varones y al 10-20% de los hombres
que consultan por infertilidaf>*° Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de uno

0 varios cromosomas X extras en varonésunque se desconoce si el cromosoma X extra

es de origen materno o paterit?®® no obstante, la secuenciacién del cromosoma X
sugiere que el origen de este cromosoma X extra procede de una ausencia de la disyuncion
materna en la meiosis?l’ El error en la meiosis Il sugiere que la base d®taozigosidad
proviene de una mutacion del locus del RAEN los pacientes con sindromekdmefelter
conmosaicismos, lanactivacion del cromosoma X podria explicar, en parte, el espectro de
sintomatologia clinica, tanto en relacibn con la deficiencia mental, como con las
alteraciones fenotipicas observatfasg®
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Histopatol6gicamente, en los pacientes adultos con sindroindéelter, los tubos
seminiferos estan completameiialinizados o esclerosad®ds>" las células de Leydig
forman grandesacumulos entre los tubos esclerosazdby, las fibras elasticas de la tunica
propia estan ausent&sEn nuestros casos estudiados en pequefias bitgsiasalres, las
secciones de los tubos seminiferos eran de moderado diametro y, dado que las muestras se
obtenian en pacientes adultos que consultaban por infertilidad, todos los tubos seminiferos
habian experimentado el crecimiemstpuberal. La paregeritubular estaba ligeramente
engrosada y en el interior se observaba un epiteieudoestratificado, constituido
exclusivamente por células de Sertoli con nucléisgenéticos que aun conservan una
moderadainmunoexpresion del RA. En ninguno de los casos estudiados hemos podido

encontrar la diferenciacion de células germinales.

Existen evidencias claras de que son las células de Sertoli las que estan primariamente
lesionadas en los pacientes con sindrom&laefelter. Estas células son generalmente
positivas para la cromatina sexual, pero un pequefio nimero 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 seminiferos con sélo
células de Sertoft con células de Sertoli adultas y con células de Sertoli inmaduras y
disgenéticas. Cuando los lobulillos estaban formados por tubos seminiferos con un patrén de
solo Sertoli, con céluladisgenéticas dispuestas anarquicamente, era evidente la ausencia de
inmunotincion del RA en las células de Sertoli, sobre todo si se comparaba con la robusta
inmunotincion en los ndcleos de las célutamides peritubulares adyacentes y de los
fibroblastos intersticialed?ero ademas, las abundantes células de Leydig, presentes en el
intersticio de las biopsias de los pacientes diagnosticados de sindroKieefelter,
mostraban nucleadisgenéticos y carecian de expresion del RA, lo cual, asimismo, es mas
evidente si se compara con el fuerte marcaje del RA en los fibroblastos intersticiales
adyacentes. Estos datos estan en relacion con los datos bien conocidos de que la funcion de
las células de Leydig en los pacientes con sindrontdidefelter, a pesar de la marcada
hipertrofia o hiperplasia, es inadecuada, de modo que los niveles de androgenos séricos en
estos pacientes son significativamente muy inferiores a los del hombre normal. En
conclusién, en el sindrome #dinefelter, el presente estudio confirma que détias de

Sertoli son muydisgenéticas y hemos demostrado que sus nlcleos presentan todo un
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espectro denmunoexpresion del RA, desde nlcleos moderadamente positivos hasta nucleos

rigurosamente negativos.

Estos datos obtenidos en el presente estudio, que demuestran profundas alteraciones
de la expresiéon del RA, confirman claramente que los hombres con sindrétneetter
presentan hipogonadismo, alteracion despermatogénesis y deficiencia de andréggﬁos,

y existen importantes variaciones de los niveleh@& y testosterona en los pacientes
adultos’” sin embargo, en pacientes XXY infantiles, los niveles séricos de FSH, LH,
inhibina B y AMH no difieren de los controles. En estos nifios con sindrodénadelter,

aunque la secrecion de testosterona esta alterada, la normal secréuiiibirte B y de la

AMH no permite dilucidar cual es el mecanismo intimo que determina la disminucion de la
funcion de las células de Sertoli después de la pubéftBddas las consideraciones éticas,
debido a las pequefias muestras testiculares contenidas en la biopsia efectuada
exclusivamente con fines diagnoésticos y terapéuticos y a la necesidad de conservar el
material patolégico parafinado para posibles estudios futuros con los mismos fines, ha sido
imposible realizar en nuestro laboratorio estudios moleculares de deteccién del RA por
PCR, en los casos de sindrome Kimefelter 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 dafio desfgermatogénesis en los pacientes con

sindrome d&linefelter>’

En definitiva y como recapitulacién de nuestras investigaciones, el presente estudio de
tejido testicular humano ha evaluado la expresion del RA por métodos
inmunohistoquimicos,microdensitométricos y moleculares de PCR, relacionando los
cambios denmunomarcaje del RA con los estadios madurativos del epitelio seminifero, y
con las caracteristicas tubulares que experimenta el testiculo desde el desarrollo neonatal
hasta la maduraciompuberal; asi mismo, hemos precisado que la expresion del RA
aparentemente no se modifica sustancialmente en la senectud, ni en las é&reas de
hipoespermatogénesis y de atrofia de los tubos seminiferos de los hombres de edad
avanzada. Por ultimo, hemos precisado que las lesimoe®logcias de las células de
Sertoli, en pacientesriptorquidicos, en testiculos de pacientes con AIS y en biopsias
testiculares de pacientes con sindromeKtieefelter, se asocian con alteraciones de la

inmnoexpresion del RA, aunque, aparentemente, estas alteraciones no se deben a
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mutaciones importantes del RA, ya que no hemos encontrado bandas anémalas del triplete

CAG del RA en los estudios de PCR realizados en casos con criptorquidia y con AlS.
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CONCLUSIONES

PRIMERA. La expresiérinmunohistoquimica del receptor de andrégenos de los nlcleos
de las células de Sertoli del hombre adulto normal, en aquellos estadios madurativos del
epitelio seminifero en los que esta presente, no experimenta cambios significativos respecto

a las distintas asociaciones de las células germinales

SEGUNDA. En las areas d@ipoespermatogénesis intensa y de atrofia tubular, presentes en
los testiculos de sujetos de mediana edad o de edad avanzada, las células de Sertoli no
presentan cambios significativos en la expresion del receptor de androgenos, por lo que los
mecanismos de desarrollo de las lesiones de los tubos seminiferos en la senectud no

dependen de alteracione®rfofuncionales del receptor de andrégenos

TERCERA. Durante el desarrollo testicular en la infancia temprana, se observa ausencia de
la expresion del receptor de andrégenos en las células de Sertoli; contrariamente, el receptor
de andrdégenos de las células de Sertoli comienza a expresarse durante la infancia tardia y el

periodo de preadolescencia, lo que indica su participacion en el desarrollo de la pubertad del

varon

CUARTA. Los cambiosdisgenéticos que experimentan las células de Sertoli de los
testiculoscriptorquidicos extirpados en pacientes adultos siempre estan correlacionados
directamente con la disminucion o la ausencimagomarcaje del receptor de andrégenos.

Sin embargo, estos cambios fenotipicos del receptor no se acompafan de alteraciones de la
longitud del triplete CAG en los estudios de PCR del receptor de andrégenos realizados en
los testiculoscriptorquidicos de pacientes adultos, lo que sugiere que las lesiones de la

criptorquidia no dependen de mutaciones del receptor de andrégenos

QUINTA. La disgenesia testicular presente en los pacientes con sindrome de insensibilidad
a los andrégenos se asocia a una intensa disminucionneuaoexpresion del receptor de
andrégenos en las células de Sertoli, no evidenciandose expresion en las células de Sertoli
masdisgenéticas. Estos cambiosidmunomarcaje del receptor de andrégenos tampoco se
relacionan con alteraciones importantes de la longitud del triplete CAG, lo que sugiere que
no existen mutaciones del receptor de andrégenos



Conclusiones 103

SEXTA. En el sindrome deKlinefelter, la disminucion o ausencia de expresion
inmunohistoquimica del receptor de andrégenos en las células de Sertoli se relaciona con
cambios morfolégicos y funcionales de los mecanismos de regulpar@arina de sus

células de Sertoli.
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RESUMEN

En el presente estudi® ka evaluado lenmnoexpresiéon del receptor de andrégenos
(RA) en testiculos de la infancia (5 casos), del hombre adulto normal (8 casos), en la
senectud (6 casos) y durante el desarrphepuberal, tanto temprano como tardio (12
casos). Asi mismae ha evaluado la expresion del RA en tres enfermedades congénitas en
las que el testiculo se encuentra muy dafiado, comdasoriptorquidia (17 casos), el
Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos (6 casos) y el Sindroiindtelter (9
casos). Se ha realizado una evaluacion tanto morfolégica como mediante métodos
inmnohistoquimicos, morfométricosmicrodensitométricos y, asimismo, la deteccion

molecular del triplete CAG del RA por métodos de PCR.

En los tubos seminiferos normales @spermatogénesis completa, la mayoria de las
células deSertoli presentan intensa expresion nuclear del RA, aunque su intensidad es
variable de unas células a otras, dependiendo, en parte, del estadio madurativo de la
espermatogénesis; encontrandose ausente en todas las células de la linea germinal. Estos
datos son sugerentes y confirman, en el testiculo humano normal, que la regulacion de los
diferentes estadios madurativos desgpermatogénesis es un proceso que depende de la

accion de los andrégenos sobre las céluleed®li.

En los pacientes adultdst mayoria de los nucleos de las célulaSel¢oli presentan
una intensanmunotincion para el RA. Los cambios en la intensidad del marcaje no son
parejos al grado de atrofia del epitelio seminifero tan frecuentemente observados con el
incremento de la edad, ya que incluso en las areas con importante atrofia del epitelio
germinal, en donde predomina un patron de sB&toli, asociado a importantes

seudovacuolas de atrofia epitelial, persiste curiosamente un evidente marcaje del RA.

En los testiculos de hombrexoospérmicos, se observa un mayor numero e
intensidad denmunomarcaje del RA en las células®krtoli de los casos que presentaban
un patron de sol&ertoli, con respecto a aquellos casos diagnosticados de parada de la
espermatogénesis y también con respecto al encontrado en el testiculo de hombres normales
(grupo control).En el presente estudio cuantitativo del RA, no se encontraron valores

distintos de esta densidad en relacion con los diferentes graldippespermatogénesis.
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En testiculocriptorquidico humano, el estudio no cuantitativo de las alteraciones
inmunohistoquimicas de la expresion del RA, en relacion con el estado madurativo de los
tubos seminiferos demuestra que la mayoria de tubos seminiferos que han experimentado
crecimiento postpuberal mostraban una marcada o moderada intensidad del RA.
Contrariamente, los tubos con célulasS#toli inmaduras disgenéticas no se marcaban
con el anticuerpanti-RA. Estos resultados sugieren que existe una correlacion directa entre
la disminucion de la expresion del RA y la gravedad de las lesidisgenéticas en la

criptorquidia.

En el presente estudio, hemos incluido la evaluacion de la expresion del RA en el
testiculo infantil normal. Durante la infancia temprana, la mayoria de las célutastdi
presentan una moderada o intemsaunoexpresion del RApegativizandose o mostrando
sélo vestigios del RA a los tres-cuatro afios de edad. Entre cuatro y seis u ocho afios, la
expresion del RA en las células &ertoli es muy variable: predominan las células
negativas, aunque existen algunas células, si bien muy escasas, que presentan un robusto
inmunomarcaje nuclear. En areas con inicio desiermatogénesis, las célulasSkertol
presentan una intensa tincion intranuclear del RA. Y estos cambios de actividad del RA no
son exclusivos de las células &ertoli prepuberales, sino que también ocurren en las
célulasmioides, en el intersticio testicular. En definitiva, en el testipulzeral cuando ya
se alcanza unaspermatogénesis completa, practicamente igual a la propia del testiculo
adulto del hombre normal, la mayoria de los nucleos de las céluBertibdi contienen un
robusto marcaje del RA, lo que contrasta con el tenue marcaje de las oéhitiess

peritubulares adyacentes.

La deteccidn de la expresigrmunocitoquimica del RA en las piezasallguiectomia
extirpadas en pacientes con AIS ha demostrado cambios heterogéneos. En la mayoria de los
casos los tubos seminiferos eran de tipo infantil y presentaban un patron S8ersudiae
tipo infantil. En estos tubos, asimismo, la mayoria de los nucleos de las cél&@edale
eran RA positivos, pero también se veian algunos nucleos que contenian vestigios del RA'y
otros que eran rigurosamente negativos para el RA.el intersticio se identificaban

abundantes cumulos de célulad @égdig, pero sinnmunomarcaje del RA.
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En el sindrome dKlinefelter, el presente estudio confirma que las célulaSeat®li
son muydisgenéticas y hemos demostrado que sus nucleos muestran todo un espectro de
inmunoexpresion del RA, desde nlcleos moderadamente positivos hasta nucleos

rigurosamente negativos.

En definitiva y como recapitulacién de nuestras investigaciones, en el presente estudio
de tejido testicular humano, se ha evaluado la expresion por método®histoquimicos,
microdensitométricos y moleculares de PCR la expresion del RA, relacionando los cambios
de inmunomarcaje del RA con los estadios madurativos del epitelio seminifero, las
caracteristicas tubulares que experimenta el testiculo desde el desarrollo neonatal hasta la
maduraciorpuberal; asi mismo, hemos precisado que la expresion del RA aparentemente no
se modifica sustancialmente en la senectud ni en las ardapogspermatogénesis y de
atrofia de los tubos seminiferos de los hombres de edad avanzada. Por dltimo, hemos
precisado que las lesiones morfologicas de las célulasSeltoli en pacientes
criptorquidicos, en testiculos de pacientes con AIS y en biopsias testiculares en pacientes
con sindrome dKlinefelter se asocian a alteracionesindi@noexpresion del RA, aunque
aparentemente esta alteraciones no se deben a mutaciones importantes del RA, ya que no
hemos encontrado bandas andmalas tdelet CAG del RA en los estudios de PCR

realizados en casos con criptorquidia y con sindrome de AlS.
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SUMMARY

In the present study thenmunoexpression 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 areryptorchidism (17 cases), Androgen Insensibility Syndrome (AIS) (6
cases) andcKlinefelter syndrome (9 cases). A morphologimpmunohistochemical, 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 @&ettieli 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 theSertoli cells.

In adult patients most of the&ertoli cell nuclei present an intense AR
immunoexpresion. The changes in the intensitynohunostaining 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 predomi&antoli cell only pattern.

In azoospermic man testis, the AR expressiddartoli cell nuclei is higher in number
and intensity in those testis wigertoli 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 studyimimunohistochemical
alterations in the AR expression in relation to Heeniniferous tubule maturation stages
demonstrate that most of the tubules that have underggmestpubertal development
showed an intense or moderate AR expression. On the contrary, those tubules with

disgenetic or immaturé&ertoli cells did not stain with anti-AR antibody. These results
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suggest a direct correlation between AR expression decrease ancrigtwechydic

disgenetic lesions severity.

The present study have included the AR expression evaluation in normal infantile
testis. In the early infancy most of tt&ertoli 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 expressioBadrtoli cells is very variable,
negative cells predominates, although there were some scarce cells with an intense nuclear
immunostaining. In those areas where spermatogenesis had sSartedl, cells showed an
intense nuclear staining with anti-AR antibody. These changes in AR activity are not
exclusive ofprepubertaBertoli cells, but also occurs imyoid cells in testicular interstice In
short, in the pubertal testis with complete spermatogenesis, similar to the normal adult
spermatogenesis, most of tBertoli cells shows an intense AR expression, contrasting with

the light staining of adjaceperitubularmyoid cells.

The orchiectomy specimens of Androgen Insensitivity Syndrome patients showed an
heterogeneous pattern of ARmunohistochemical expression. Most cases had infantile
seminiferous tubules with an infantiertoli 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-negagyeig cells nodules were identified.

In Klinefelter syndrome, the present study confirms tBattoli cells are very
disgenetic and we have demonstrate that their nuclei show ammBRroexpression

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 bymmunohistochemicamicrodensitometric, and PCR molecular methods. The
changes in ARimmunoexpression have been related to $eeniniferous 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 nbwypospermatogenic areas nor
atrophic areas ofseminiferous tubules of aged man. Finally, we havecised that
morphologic testicular lesions iohytorchidic patients, in AIS testis, and in testicular
biopsies of patients witiKlinefelter syndrome are associated to ARmunoexpresion

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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