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Ha sido estudiado el intersticio testicular durante el envejecimiento y tras la
exposicion a fotoperiodo corto en el hamster Mesocricetus auratus. Se estudio
histoquimicamente y semicuantitativamente la proliferacion y la apoptosis
(TUNEL +) de células intersticiales y la actividad sintética a testosterona, HSP-
47 y colageno IV (a5) de las células de Leydig. Se complet6 con el célculo del
volumen total de tejido conjuntivo y la ultraestructura de las células
intersticiales. El envejecimiento sélo disminuye la proliferacion de pericitos. La
regresion por fotoperiodo corto altera la proliferacion y la apoptosis de las
células intersticiales y la actividad sintética de las células de Leydig. Hay una
disminucién del tejido conjuntivo intersticial. En conclusion el intersticio
testicular del hédmster sufre pocas modificaciones con el envejecimiento,
aunque una disminucién en el recambio de células de Leydig asociado a una
muerte constante de ellas, de caracter necrético, puede causar su disminucion.
Contrariamente tras el fotoperiodo corto los cambios celulares en las células de
Leydig son evidentes y la proliferacion de los pericitos es mayor y no hay
muerte celular en el intersticio.

Testicular interstitium in hamster during aging and after exposure to a short
photoperiod were studied. The proliferation and apoptosis of interstitial cells and
presence of testosterone, HSP-47 and collagen IV (a5) in the Leydig cells were
studied histochemically and semiquantitatively. The total volume of connective
tissue and the ultrastructure of the interstitial cells were studied. The aging only
diminished the proliferation of pericytes. The regression resulting from short
photoperiod altered the proliferation and apoptosis of interstitial cells and the
synthetic activity of the Leydig cells. Interstitial connective tissue was also
diminished. In conclusion, the hamster testicular interstitium undergoes little
modification with aging, although the decrease in the Leydig cell renewal rate
and constant cell death —necrosis- may result in their diminution. In contrast,
after exposure to a short photoperiod, the changes in Leydig cells are evident
and pericyte proliferation is greater, while no cell death is observed in the
interstitium.

Esta tesis doctoral ha sido financiada por los proyectos de investigacion de la
Fundacion Séneca de la Comunidad Autdbnoma de la Region de Murcia:
04542/GERM/06; 04543/GERM/06.






ABREVIATURAS
ALC: células de Leydig adultas
BrdU: 5-bromo-2 deoxiuridina
BSA: albumina bovina sérica
CORT: corticosterona
DAB: diaminobenzidina
DPX: dibuthyl phthalate xylene
ECM: matriz extracelular
EDS: &cido alquilante sulfénico ester
FSH: hormona foliculoestimulante
GFAP: proteina gliofibrilar acidica
hCG: hormona gonadotropina coriénica humana
HSP-47: proteina de choque térmico 47
IGF: factor de crecimiento similar a la insulina
ILC: células de Leydig inmaduras
IL-1la: interleuquina-1la
LH: hormona luteinizante
LHR: receptor de la hormona luteinizante
PBR: receptor periférico de la benzodiacepina
PBS: solucion salina fosfatada
PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular
PLC: progenitoras de las células de Leydig

PRL: prolactina



PModS: factor peritubular que modula la funcion de la célula de Sertoli
SLC: células madre de Leydig

StAR: proteina reguladora aguda esteroidogénica

TGF-a: factor de crecimiento transformante a

TGF: factor de crecimiento transformante 3

TUNEL: TdT-mediated bio-UTP Nick end labeling

VCAM: molécula de adhesion vascular

3B-HSD: 3B3-hidroxiesteroide deshidrogenasa

11B-HSD: 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

17B-HSD: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
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1. -INTRODUCCION






Introduceldn

1.1.-Justificacion

El envejecimiento es uno de los procesos que despierta mayor interés en la
sociedad actual y en diferentes ambitos de la medicina, como es en el area de
la reproduccién humana, por el deseo de mantenerla en edades cada vez mas
avanzadas. El proceso de envejecimiento se define como una pérdida
progresiva de la funcion corporal acompafiada por una disminucién en la
fertilidad y un incremento en la mortalidad con el avance de la edad (Kirkwood
y Austad, 2000). Las causas del mismo son de caracter multifactorial, incluye
eventos como acortamiento de los telomeros, dafios en el DNA, stress
oxidativo, mutaciones que producen inestabilidad del genoma, alteraciones en
lipidos y metabolismo de carbohidratos etc (Malisan y Testi, 2002) siendo todo
ello objeto de multiples estudios. Algunos de ellos han intentado explicar cuales
son los procesos por los cuales las células envejecen. Aungue son variadas las
teorias sobre el mismo como: "Teoria de la acumulaciéon de productos de
desecho"; "Teoria de la mutacidon genética nuclear”; "Teoria de la destruccion
de las membranas por radicales libres”, no se ha llegado a un consenso sobre
los mecanismos exactos que producen el envejecimiento celular (Luo y cols.,
2006). En el hombre, el envejecimiento es inexorable, ya que la progresiva
disminucién en la capacidad fisiologica y la reducida habilidad para responder
al stress medioambiental incrementa la susceptibilidad y vulnerabilidad de la
vida (Troen, 2003). El envejecimiento afecta a todas las células, tejidos y
sistemas fisioldgicos.
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Son muchos los autores que se han centrado en estudiar el envejecimiento
del testiculo por su repercusion en el sistema reproductor masculino. Estos
estudios se han centrado especialmente en el epitelio seminifero aunque
también han abordado el intersticio testicular (Paniagua y cols., 1991; Mendis-
Handagama y Gelber, 1995). En el primer caso los trabajos son muy
numerosos Y realizados en distintas especies como en el hombre (Paniagua y
cols., 1986), burro (Nipken y Wrobel, 1997), rata (Wright y cols., 1993) y
hamster (Morales y cols., 2003). Muchos de ellos tienen caracter histolégico y
se han hecho tanto con microscopia de luz como electréonica. En ellos se
demuestra que la edad produce un deterioro de la espermatogénesis
acompafado de alteraciones de las células de Sertoli y de la pared tubular;
esta ultima sufre un engrosamiento con aumento de las proteinas de su matriz
extracelular (Morales y cols., 2004). En el hamster se observa una involucion
progresiva de los tubulos seminiferos que comienza a ser “perceptible” a los 12
meses con una ligera hipoespermatogénesis y descamacion celular (Horn y
cols., 1996). Morfométricamente en el hamster existe posteriormente una
disminucion del diametro del tibulo seminifero, disminucion de la altura del
epitelio germinal y disminucion tanto del volumen tubular como epitelial en los

animales envejecidos de 24 meses (Morales y cols., 2004).

En estos ultimos afios ha aumentado el interés por conocer la base celular de
este deterioro, estudiandose la dinAmica celular existente con el paso de los
afos entre el proceso de proliferacion de las espermatogonias que mantiene el
epitelio y el proceso de muerte celular en el mismo. Se ha observado que hay
tanto un descenso de la proliferacion de las espermatogonias como un
incremento de la apoptosis en el epitelio seminifero que afecta a las
espematogonias y a los espermatocitos (Morales y cols., 2003).

Respecto al intersticio testicular y su modificacion con el envejecimiento los
trabajos se han centrado principalmente en cuatro aspectos. El primero en
dilucidar si existen cambios en la sintesis de testosterona con la edad. Los
estudios son numerosos en el hombre (Neaves y cols., 1984; Chen y cols.,
2007) y en la rata Sprague-Dawley donde se produce una disminucién de la

sintesis de testosterona que tiene su origen en la disminucion del nimero de

4
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receptores de la hormona luteinizante (Limonta y cols., 1987). Por el contrario,
el hdmster sirio no muestra cambios en los niveles de testosterona en sangre

con la edad ni tampoco de hormonas hipofisarias (Swanson y cols., 1982).

Otro aspecto al que se le ha prestado atencion y que estd muy relacionado
con el anterior es determinar si existen alteraciones en las células de Leydig a
nivel ultraestructural con la edad. Tales cambios estarian relacionados con una
deficiente produccion de testosterona. Los trabajos realizados tanto en el
hombre como en otras especies han permitido observar como con el
envejecimiento hay un deterioro celular que afecta a diversas organelas
citoplasmaticas de la célula de Leydig. Asi en el hombre se han observado
varios tipos de células de Leydig envejecidas. Unas presentan
desdiferenciacion con una disminucion de reticulo endoplasmico liso y del
namero y tamafo de las mitocondrias. Otras presentan acumulacion de gotas
lipidicas y mayor numero de inclusiones cristalinas (cristales de Reinke) o
inclusiones paracristalinas, similares a las observadas en células de Leydig
normales, pero en mayor numero. También se encuentran otras células con
abundantes cuerpos residuales y multivesiculares (Paniagua y cols., 1986).
Ligado a esto, también ha sido muy estudiada y debatida la posible disminucion
de células de Leydig con la edad. Este aspecto se relaciona con la disminucién
en la produccion de testosterona, ya que parece de sentido comdn, que una
pérdida en el nimero de células de Leydig con la edad supondria una menor
produccion de testosterona y explicaria la disminuciéon de la misma observada
en sangre. Los trabajos muestran cierta disparidad de resultados. Por un lado,
hay varios que determinan una disminucién del nimero de células de Leydig en
especies como el hombre o el cerdo (Kaler y Neaves, 1978; Triperi y cols.,
2000), mientras que otros no observan tal disminucibn como en el caballo
(Johnson y Neaves, 1981). En el caso del hamster sirio se ha podido
determinar que ya en los animales de 18 meses existe una disminucion
significativa del numero de las células de Leydig pero no en los animales de 12

meses (Horn y cols., 1996).

Evidentemente la posible desaparicion de células de Leydig con la edad ha

llevado a varios autores a preguntarse cual es el mecanismo por el que la

5
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poblacion de estas células se mantiene en equilibrio y como se modifica con la
edad. Al contrario que en el epitelio seminifero, los estudios sobre proliferacién
y apoptosis de células de Leydig y la relacion entre si de ambos fenémenos son
escasos. En el hombre existe una baja tasa de recambio de células de Leydig y
se plantea que la disminucion de las mismas con el envejecimiento es debido
mas que a una desdiferenciacibn de estas células en fibroblastos a una
degeneracion de ellas con el paso de la edad (Neaves y cols., 1985). Otros
autores hablan de diferentes tipos de células de Leydig —con mayor o menor
actividad sintética- lo que plantea que con la edad pudiera haber un incremento
del numero de células con baja actividad sintética como ocurre en diversas
situaciones patolégicas, disminuyendo consecuentemente la produccion de
testosterona (Regadera y cols., 1991). Ahora bien, junto a esta eliminacion o
baja funcionalidad se ha observado en el hamster que las células de Leydig
pueden tener un cierto recambio y que por consiguiente puede existir una
poblacién de edad heterogénea de estas células en el intersticio en condiciones
normales (Shina Hikim y cols., 1988a). Tal recambio provendria de la
proliferacion y diferenciacion de una célula madre aun por determinar. De
hecho recientemente se esta considerando que los pericitos que acompafian a
los vasos del intersticio testicular podrian ser los primeros progenitores de las
células de Leydig adultas (Davidoff., 2004, 2009). Por ultimo, la muerte de
células de Leydig por apoptosis ha sido siempre descrita en condiciones no
normales o patolégicas, desconociéndose si este tipo de muerte puede ser
importante en el balance celular habitual del intersticio o en el desequilibrio en

el nimero que se puede producir con la edad (Rommerts y cols., 2004).

El dltimo aspecto al que se le ha prestado menos atencion que los anteriores
en relacion al envejecimiento del intersticio testicular es al tejido conjuntivo del
mismo. Asi, en la rata Sprague-Dawley se ha observado un aumento del
volumen de fibras de colageno en el intersticio de los testiculos envejecidos
relacionandose con una reduccion significativa en la sintesis y secrecion de
testosterona (Luchuan y cols., 2004). Este incremento de fibras podria
deteriorar la funcion de la célula de Leydig. Ademas, se ha observado que el
gen de la proteina de choque térmico (HSP-47), que esta implicada en la

sintesis de diversos colagenos, es localizado de forma sobreexpresada en
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células de Leydig de ratas envejecidas (Syntin y cols., 2001). Asi mismo, se ha
observado una modificacion de la esterodeinogénesis de las células de Leydig
debida a la influencia de la matriz extracelular especialmente por el colageno
IV, que puede ser sintetizado por la propia célula de Leydig y su presencia
regula negativamente la sintesis de testosterona por parte de ella (Diaz y cols.,
2002).

Otro de los fendbmenos que altera el funcionamiento del sistema reproductor
al igual que el envejecimiento y que tiene lugar en la naturaleza en
determinadas épocas del afio en algunas especies de mamiferos, es la
exposicidn a pocas horas de luz, es decir a un fotoperiodo corto. Algunos
machos de mamiferos con reproduccion estacional muestran cambios
considerables en la masa testicular, estructura y funcion a lo largo de un ciclo
anual. Asi el hamster sirio también ha sido uno de los modelos méas usados
para los estudios del control fotoperidédico de la reproduccién, ya que las
diferencias estacionales en las funciones reproductoras y endocrinas son
facilmente apreciables en las poblaciones de laboratorio de esta especie
cuando son expuestas a diferentes fotoperiodos. En este caso se produce una
regresion testicular inducida por el fotoperiodo corto en el otofio o tras la
exposicion artificial del mismo en este animal, acompafiado por una drastica
reduccion en la concentracion de gonadotropinas, prolactina (PRL) y
testosterona en la circulacion periférica. El peso del testiculo se reduce diez
veces y disminuyen en numero los receptores de hormona luteinizante (LH),
hormona foliculoestimulante (FSH) y prolactina (PRL) (Shina Hikim y cols.,
1988a). Esta regresion al contrario que la producida por el envejecimiento es
de caracter reversible. Pasados unos cuatro meses en esas condiciones el
testiculo vuelve a su estado normal proceso denominado recrudescencia,
previo a la época reproductiva del afio (Sinha Hikim y cols., 1988a). Los
mecanismos celulares que acompafan la regresion del testiculo por
fotoperiodo corto se han estudiado en estos ultimos afos y al igual que en el
envejecimiento se ha prestado méas atencion al epitelio seminifero que al
intersticio (Morales y cols., 2007). Con respecto al epitelio seminifero se ha
podido demostrar la importancia que tiene el incremento de la apoptosis para

la deplecion del mismo, observandose que en el hamster, en los testiculos ya
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regresados, el epitelio no avanza en su diferenciacion debido a la apoptosis
masiva de los espermatocitos (Morales y cols., 2007). En cuanto al intersticio
los estudios existentes son de caracter morfométrico o ultraestructural. Los
primeros muestran una reduccion importante del volumen tubular e intersticial
del testiculo y los segundos indican que la disminucion de la testosterona en
sangre se acompafia de una aparente atrofia de las células de Leydig que
afecta tanto a su morfologia como a sus organulos citoplasmaticos (Wing y
Lin, 1977; Sinha Hikim y cols., 1988b). En el intersticio se aprecia una
disminucién del volumen de los vasos sanguineos y un engrosamiento de la
membrana basal de los mismos (Mayerhofer y cols., 1989). También se ha
debatido por varios autores, especialmente en el hamster, si en el proceso de
regresion se produce una disminucion del nimero de células de Leydig,
planteandose posibles hipotesis de como se renueva la poblacion en la
recrudescencia, a partir de qué tipo celular y cudl seria el proceso que llevaria
a la eliminacion de células de Leydig durante la regresién. En estos trabajos
no se ha tenido en cuenta la posible participacion de la apoptosis ni tampoco
se ha evaluado como los cambios intersticiales pueden afectar a la
funcionalidad de la célula de Leydig (Hardy y cols., 1987; Johnson y cols.,
1987; Sinha Hikim y cols., 1988b).

Nuestro laboratorio ha estudiado con detalle la regresion del epitelio
seminifero del hamster sirio debida al envejecimiento y al fotoperiodo corto
mostrando las diferencias que existen entre los dos, teniendo siempre en
cuenta el caracter irreversible del primero y reversible del segundo. Nuestros
estudios se han centrado en la caracterizacion histologica Optica,
morfométrica y ultraestructural asi como en el estudio de los cambios de la
proliferacion y la apoptosis durante ambos procesos. Tanto el equilibrio entre
proliferacion y apoptosis como la regulacion de esta Ultima, muestran
diferencias que explican el caracter irreversible y reversible de ambas
regresiones epiteliales (Morales y cols., 2003; 2004; 2007; Pastor y cols.,
2011).

En la presente tesis doctoral nos proponemos estudiar el intersticio

testicular en el hamster (Mesocricetus auratus) durante el envejecimiento y
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tras la exposicion a fotoperiodo corto, con el fin de que al mismo tiempo que
caracterizamos las diferencias celulares existentes entre ambos, esto nos
permita obtener nuevos conocimientos sobre los diversos problemas que han
ido surgiendo en la bibliografia a lo largo de estos afios. De esta manera,
abordaremos un estudio comparativo del intersticio testicular tanto en
condiciones normales, envejecido y tras fotoperiodo corto. Valoraremos la
actividad proliferativa y apoptotica de las principales células del mismo, y sus
cambios ultraestructurales. Indirectamente estudiaremos la actividad sintética
de las células de Leydig y también abordaremos algunos posibles cambios en
la matriz extracelular que pueden influir en la actividad de ésta célula entre los
tres grupos de estudio: normal, envejecido y tras fotoperiodo corto. Al realizar
el estudio en el hamster sirio podremos también continuar investigaciones
previas para explicar mejor los hechos, un tanto paradogjicos, que como
hemos indicado muestra esta especie en el envejecimiento, en el que por un
lado, hay una disminucibn del numero de sus células de Leydig,
manteniéndose por otro, sus niveles de testosterona plasmatica normales.
Esperamos aportar con las técnicas utilizadas en nuestro estudio, nueva
informacion sobre la dinamica celular de la célula de Leydig, su posible origen
en estado adulto, el mecanismo de su eliminacién en condiciones normales, la
posible heterogeneidad de la poblacion de células de Leydig, o la influencia
del tejido conjuntivo en la esterodeinogénesis, evaluando estos dos procesos
fisiol6gicos tan diferentes entre si como son el envejecimiento y la regresion
tras fotoperiodo corto. Al mismo tiempo esperamos explicar mejor el
envejecimiento del testiculo del hamster sirio al completarlo con el estudio de

su intersticio.
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1.2.-Objetivos

Por tanto, los objetivos que nos hemos planteado en la presente tesis doctoral

son:

a) Realizar una descripcion morfolégica del intersticio testicular en el hamster
Mesocricetus auratus a los 6, 12 y 24 meses y tras ser expuestos a fotoperiodo
corto, con especial atencidn a las células de Leydig, pericitos, macréfagos y

células mioides.

b) Analizar la relacion porcentual de estos tipos celulares en el intersticio
testicular determinando cual de estas células es relativamente mas abundante
y si hay modificaciones con la edad y tras la exposicion a fotoperiodo corto. Asi
mismo, evaluar histoquimicamente y calcular el indice de células de Leydig

positivas a testosterona en animales de 6, 12 y 24 meses.

c) Determinar la actividad proliferativa (células PCNA+) y apoptética (células
TUNEL+) y sus posibles cambios con la edad y tras el fotoperiodo corto en este
intersticio testicular. Para ello calcularemos el indice de proliferacion y

apoptosis de: pericitos, células de Leydig, macrofagos y células mioides.

d) Estudiar la ultraestructura de las células de Leydig, pericitos, macréfagos y
células mioides asi como los cambios que puedan observarse en ellas tras el
envejecimiento y fotoperiodo corto prestando especial atencion a alteraciones
de sus organulos celulares y a la observacion de posibles células en situacién

de muerte celular.

e) Calcular el volumen de tejido conjuntivo peritubular e intersticial tanto en los
testiculos de los animales de 6,12, y 24 meses como tras la exposicion a
fotoperiodo corto. Identificar y calcular el indice de células de Leydig positivas a
la proteina HSP-47 y colageno IV (a5) en animales de 6, 12 y 24 meses y

animales sometidos a fotoperiodo corto con testiculo totalmente regresado.
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2.1.- INTERSTICIO TESTICULAR

2.1.1.- Generalidades

En las secciones histolégicas de los testiculos de mamiferos, se observa un
espacio de extension variable que separa los tubulos seminiferos individuales
denominado intersticio testicular o tejido intertubular, donde se localizan
numerosos vasos sanguineos y linfaticos de calibre variable que a menudo
forman una zona central alrededor de la cual existen numerosas células de
Leydig y otros constituyentes del tejido. De este modo, el tejido intertubular
muestra una organizacion histoldgica acorde con una funcion endocrina. Una
abundante vascularizacion en estrecha asociacion con las células de Leydig

que facilita el paso de los esteroides a la circulacidon (Kretser y Kerr, 1988).

Desde hace afos el tejido intertubular es considerado histolégicamente un
tejido conjuntivo laxo, con fibroblastos, matriz extracelular y con unas células
principales: las células de Leydig. Ahora bien, también existen otros tipos
celulares en el tejido intersticial testicular como: macréfagos, pericitos,
linfocitos, células plasmaticas y mas raramente mastocitos (Kretser y Kerr,
1988). El tejido intertubular de testiculo humano esta también compuesto de
tejido conjuntivo que contiene vasos sanguineos, ocasionalmente capilares

linfaticos, macréfagos, mastocitos y células de Leydig (Kerr, 1991).

Las primeras descripciones sobre la histologia del tejido intertubular o

intersticio testicular provienen de Leydig en 1850 quien describié que los
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espacios entre los tubulos seminiferos estaban ocupados por masas de células
gue contenian vacuolas lipidicas e inclusiones de pigmento. Otros histélogos
consideraron a las células de Leydig como un tipo celular especializado del

tejido conjuntivo (Kretser y Kerr., 1988).

Aunque Berthold en 1849 demostrd que el testiculo secretaba sustancias en
el flujo sanguineo que influian en el crecimiento de tejidos anatémicamente
diversos, la pregunta sobre que parte del testiculo contribuia a la secrecion
permanecio sin contestar durante algunos afios. Es més la consideracion de
que las células de Leydig eran células del tejido conectivo fue apoyada por
otros autores como Ebner en 1871 y Hofmeister en 1872. Posteriormente
varios hechos llevaron a considerar que las células de Leydig eran productoras
de grasas, nutrientes u otras sustancias para consumo de los tubulos
seminiferos. Asi Loisel y Ganfini en 1902 pusieron de manifiesto que las gotas
lipidicas de las células de Leydig se usaban como sustrato del cual procedian
las hormonas testiculares que este sintetizaba. Este hecho llevo a Ancel en
1904 a acufar el término de “la glandula intersticial” para las células de Leydig.
Ademas, se demostré que las células de Leydig de testiculo normal y
criptorquidico eran las causantes del estimulo hormonal necesario para la
produccion de esperma y para el mantenimiento de las caracteristicas sexuales

secundarias (Kretser y Kerr., 1988).

Mas tarde se demostro que las inclusiones lipidicas de las células de Leydig
contenian esteres de colesterol. La demostracion fue realizada por McGee en
1927, que con extractos lipidicos de testiculos de bovino podia estimular el
desarrollo masculino cuando los administraba a otros animales. La testosterona
fue finalmente identificada en estos extractos y fue sintetizada usando
colesterol como material de partida. Pasaron algunos afios antes de que llegara
a ser claro que las células de Leydig eran el lugar principal donde se
encontraban las enzimas esteroidogénicas que constituian la principal fuente

de andrdgenos testiculares (Kretser Y Kerr, 1988).
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2.1.2.-Intersticio testicular en mamiferos y relaci  6n porcentual de sus

componentes.

El testiculo esta funcionalmente compartimentalizado en el tabulo seminifero
y en el compartimento endocrino, donde la espermatogénesis y la biosintesis
de testosterona tienen lugar respectivamente. Anatomicamente el
compartimento espermatogénico estd compuesto de células de Sertoli y células
germinales en varios estados de desarrollo. EI compartimento endocrino es el
intersticio testicular que contiene células de Leydig, responsables de la
biosintesis de la testosterona, macréfagos residentes testiculares que estan en
estrecha relacion con las células de Leydig, los capilares sanguineos y los
vasos linfaticos que estan alrededor de los componentes del intersticio
(Buchanan., 2002)

Desde hace afios se conoce que los elementos del intersticio testicular
pueden organizarse de diferente manera en el testiculo de mamiferos. Asi, en
1973 Fawcett y cols., realizaron un estudio en el que compararon la
organizacion del tejido testicular intertubular en 14 especies de mamiferos y

establecieron 4 patrones de organizacion.

El primero se observa en algunos roedores como el cobaya y la chinchilla. En
él las células de Leydig sOlo ocupan una pequefia fraccion del volumen
testicular y dichas células estan normalmente agrupadas alrededor de los
vasos sanguineos. La mayor parte del tejido intertubular estd ocupado por
sinusoides linfaticos peritubulares con un fino endotelio. El drenaje linfatico
alcanza a prominentes vasos linfaticos situados centralmente o de manera
excéntrica en cada &rea intertubular. Junto a estos vasos linfaticos estan las
células de Leydig y un estroma de fibras de colageno con fibroblastos (Fig.A)
(Kretser y Kerr, 1988).
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Figura A. 1% patron de organlzacién del intersticio testicular descrito por

Fawcett y cols., (1973) en especies como cobaya y chinchilla.

El segundo patrén se ha descrito en otros roedores como la rata y el raton, las
células endoteliales de los vasos linfaticos tienen escaso citoplasma por lo que
permite una comunicacion directa entre el tejido conectivo y el espacio linfatico
en la superficie cercana a los grupos de células de Leydig (Fig.B) (Kretser y
Kerr., 1988).

©, 9%
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Figura B. 2° patron de organizacion del intersticio testicular descrito por

Fawcett y cols., (1973) en especies como rata y raton.

En el tercer patron, el tejido intertubular esta caracterizado por grandes areas
de tejido conectivo laxo que contienen pequefios agregados de células de
Leydig asociadas con vasos sanguineos. El drenaje linfatico alcanza los
grandes vasos linfaticos que ocupan centralmente cada area intertubular. Este
modelo se observa en especies como el carnero, toro, elefante, mono y hombre
(Fig.C) (Kretser y Kerr., 1988).
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Figura C. 3% patron de organizacion del intersticio testicular descrito por

Fawcett y cols., (1973) en carnero, toro, elefante, mono y hombre.

El cuarto y dltimo patron de organizacion del intersticio testicular observado
se encuentra en ratones marsupiales como Antechinus stuartii y Antechinus
swainsonii, el koala y el cerdo entre otros. En estas especies el intersticio
testicular esta ocupado por pequefios vasos linfaticos y sanguineos y gran
cantidad de células de Leydig que se encuentran a una distancia mas cercana

a los vasos sanguineos (Fig.D) (Kretser y Kerr., 1988).

Figura D. 4° patrén de organizacion del intersticio testicular descrito por

Fawcett y cols., (1973) en especies como el koala y el cerdo.

En relacion al porcentaje de volumen que ocupan los diversos elementos del
intersticio testicular existen algunos datos. Asi, Sinha Hikim y cols., (1988) en
su estudio morfométrico de testiculo de hamster determinaron que el 6,22% del

volumen testicular esta ocupado por el tejido intertubular incluyendo células de
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Leydig (1.42%), vasos sanguineos (1.49%), macréfagos (0.25%) y células del
tejido conectivo (0.26%). En el mismo aflo Mendis-Handagama y cols. (1988)
estudiaron también el porcentaje de volumen del intersticio por gramo de
testiculo en otras 2 especies ademas del hamster, en rata y en cobaya. El
volumen de intersticio, de espacio linfatico, de células de Leydig por gramo de
testiculo y la media de volumen de células de Leydig fue significativamente
diferente en las tres especies. Fue mas alto en cobaya (13.28%, 5.95%,
33.94%, 3.53%) intermedio en rata (9.45%, 4.44%, 24.52%, 2.55%) y méas bajo
en hamster (6.12%, 1.89%, 13.17%, 1.37%). En relacion al volumen de vasos
sanguineos por gramo de testiculo no fue significativamente diferente en las
tres especies y en cuanto a la densidad de area de las células de Leydig fue
similar en rata y cobaya pero méas baja en el hamster. El volumen de
macrofagos por gramo de testiculo y la densidad de los mismos fue menor en
cobaya que en rata y hamster siendo en estos ultimos similar. En otro roedor
como el ratén australiano Notomys alexis el porcentaje de volumen de
intersticio que ocupan las células de Leydig es del 57.5%, los macréfagos
1.8%, los vasos sanguineos 23.6%, los vasos linfaticos 12.4%, las células
mioides 4.6% y otros componentes 0.2% (Peirce y Breed., 1990). En otra
especie de mamifero, el jaguar, alrededor del 13% del parénquima testicular es
ocupado por células de Leydig, el 8.3% por tejido conectivo y el 0.3% por vasos
linfaticos. Las células de Leydig ocupan una media de 0.0036% del peso del
cuerpo (Prince., 1984).

2.1.3.-Célula de Leydig: identificacion, tipos y or  igen.

Las células de Leydig estan presentes en el compartimento intersticial de los
testiculos y su principal funcidn es producir testosterona que es esencial para la
espermatogénesis y el desarrollo de los caracteres sexuales secundarias
(Sriraman y cols., 2000). Es el tipo celular que con mas frecuencia se ha
encontrado en el intersticio testicular (Russell y cols., 1990).

Estas células sintetizan y secretan andrégenos en respuesta a la hormona
luteinizante y a un gran conjunto de factores que actian de manera paracrina

y/o autocrina (Diaz y cols., 2002). La produccién de andrégenos por las células
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de Leydig esté relacionada con el tejido intersticial testicular vascularizado. La
testosterona actla tanto en el compartimento del tibulo seminifero como en los
tejidos diana androgénicos extra testiculares via circulacion periférica. Debido a
la naturaleza de la compartimentalizacion testicular (anatémica y funcional), las
células intersticiales estan reguladas por factores extra- e intra-testiculares. La
produccion de andrégenos representa el regulador decisivo de
espermatogénesis y de la funcién de los tejidos dependientes de andrégenos
(Buchanan., 2002)

Las células de Leydig representan una poblacion heterogénea. Existen
diferencias en la organizacién, niumero, forma y otras propiedades celulares de
las mismas entre especies (Davidoff y cols., 2009). Regadera y cols., (1991)
identifican por un lado a las células de Leydig en el intersticio testicular humano
formando grupos superiores a 10 células. Aunque por otro algunas de las
células de Leydig intersticiales estan proximas a la lamina propia del tabulo
seminifero. Estas células son designadas como células de Leydig
peritubulares. Este mismo autor afios mas tarde identifica células de Leydig en
la tunica albuginea y en el corddén espermético humano, siendo en estos dos
lugares el porcentaje de estas células mas bajo que en el parénquima testicular
en todos los casos estudiados (adulto, joven y criptorquidico) (Regadera y
cols., 1993).

Otra forma de clasificacion e identificacion de células de Leydig es la
realizada por Qureshi y Sharpe., (1993). Estos autores muestran que las
células de Leydig en testiculo humano son altamente heterogéneas y consisten
en células claras y oscuras tras su tincion con azul de toluidina. Estas
diferencias como indica este estudio podrian estar relacionadas con su
regulacion y/o funcién. Sin embargo, los datos no muestran la idea de que las
células de Leydig claras y oscuras deban diferenciarse por su capaciad

esteroidogénica.

En general, las células de Leydig son identificadas por su citoplasma
eosinofilico (Nistal y cols., 1986). También las células de Leydig se pueden

clasificar en tres grupos acorde con la intesidad de tincion para el anticuerpo de
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testosterona: células intensamente tefiidas (T"), células débilmente tefiidas
(T™) y células no tefiidas (T°), siendo el nimero de células por ml de testiculo en

el hombre que contienen testosterona de 4824+228 (Nistal y cols., 1986).

Regadera y cols., (1991) también clasifican a las células de Leydig por su
afinidad al anticuerpo testosterona en: células intensamente tefiidas (T,
células débilmente tefiidas (T") y células no tefiidas (T) y relaciona dicha
afinidad con su morfologia: normal, multivacuolada y pleomorfica. En células de
Leydig con morfologia normal el porcentaje de células T™ fue del 29.4%, T"
57.6% y en T 9%. En células de Leydig multivacuoladas el porcentaje de éstas
que fueron T™ fue del 0%, T* 3.1% y en T~ 0.9%. Solo se observaron células

pleomdrficas en testiculos con el sindrome de Klinefelter’s.

Las poblaciones de células de Leydig que se diferencian prenatalmente y
postnatalmente se denominan células de Leydig fetales y adultas
respectivamente. La existencia de estas dos poblaciones de células ha sido
documentada ampliamente en la literatura. Estas investigaciones incluyen
algunas especies de mamiferos como conejo, cerdo, hurén y rata (Mendis-

Handagama y Ariyaratne., 2001). Aunque esta ultima es la mas estudiada.

Las células de Leydig fetales de rata proceden de los fibroblastos
mesenquimales de los que se pueden diferenciar a nivel ultraestructural a partir
del dia 14,5 fetal por su forma redondeada y porque en su citoplasma hay
mitocondrias tabulovesiculares, reticulo endoplasmatico liso y pequefias gotas
lipidicas; ademas expresan el receptor de LH y sintetizan 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3p-HSD) (Haider., 2004).

Las células de Leydig adultas de rata inician su diferenciacion alrededor de la
2° semana postnatal a partir de la proliferacion de las células precursoras que
sucesivamente se diferencian en: células progenitoras, células de Leydig
tempranas, células de Leydig inmaduras y células de Leydig maduras o adultas

(Mendis-Handagama y Ariyaratne., 2001) (Esquema 1).
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Esquema 1. Diferenciacién de células de Leydig adultas.

(Mendis-Handagama y Ariyaratne., 2001)

Las células precursoras de las células de Leydig adultas son células similares
a fibroblastos no diferenciados o células mesenquimales observables en el
testiculo de mamiferos obtenidos de algunas especies como rata, ratén, cerdo
y hombre (Baillie A.H., 1964). El primer paso en la diferenciacion de la célula de
Leydig adulta es la transformacion de las células precursoras en progenitoras.
Los mecanismos celulares o moleculares para la diferenciacién no han sido
completamente descritos. La diferencia mas obvia entre las células
progenitoras y las células de Leydig adultas tempranas es el cambio en la
forma de la célula de fusiforme a poligonal. Ademas esta diferencia esta
acompafiada por el movimiento de la célula al intersticio central y por ser
positivas a 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11p-HSD). El tamafio de las
células de Leydig adultas tempranas aumenta progresivamente con la edad,
por aumento del citoplasma y pasan a células de Leydig adultas inmaduras.
Estas células tienen menor cantidad de gotas lipidicas y de menor tamafio que
las células de Leydig fetales pero la actividad de las enzimas de la ruta
esteroidogénica: citocromo P450, 3p-HSD y P450.;7, aumentan rapidamente.
Sin embargo la actividad de 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD)
es mas baja ya que la capacidad de producir testosterona es menor en estas
células que en las células de Leydig adultas maduras. El paso final en el
desarrollo de la célula de Leydig adulta es la transformacion de inmadura a
madura. Esta transicion se caracteriza por un aumento significativo en el
tamafio de la célula y desaparicion de las gotas lipidicas. La capacidad de
secretar testosterona aumenta significativamente en las células de Leydig

maduras porque adquieren mas organelas necesarias para la produccion
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esteroidea y aumenta la respuesta a la LH circulante. También se pierden
enzimas que metabolizan la testosterona contribuyendo al incremento de la
capacidad secretora de testoterona (Mendis-Handagama y Ariyaratne., 2001)

(Esquemal).

Recientemente los trabajos de Stanley y cols., (2011), sobre la expresion de
genes durante el desarrollo de la poblacion de células de Leydig en rata adulta
ponen de manifiesto que las células de Leydig adultas (ALC) proceden de
células madre (SLC) pasando por dos estados intermedios que son las
progenitoras de las células de Leydig (PLC) y las células de Leydig inmaduras
(ILC). PLC proliferan y secretan esteroides, principalmente androsterona. ILC
tienen un alto contenido lipidico, secretan altos niveles de androgenos 5a-
reducidos junto con una alta actividad 5a-reductasa y una reducida capacidad
proliferativa cuando comparamos con PLC. ALC tiene un reducido contenido
lipidico y presenta niveles reducidos de enzimas que metabolizan la
testosterona en comparacion con ILC, ademés producen altos niveles de
testosterona como principal producto esteroideo. Estos autores también
muestran que las SLC tienen algunas caracteristicas moleculares de otras
células madre. El desarrollo de células de Leydig procedentes de SLC a PLC
se asocia con una disminucién en la expresion de genes relacionados con la
esteroidogénesis. La expresion de genes entre PLC e ILC es relativamente
minima, sugiriendo que estas células son muy similares. En contraste los
cambios en la expresion de genes entre SLC y ALC son diferentes (Stanley y
cols., 2011).

En otras especies de mamiferos como el bufalo se identifican sélo dos
poblaciones de células de Leydig en el intersticio testicular: fetales y adultas.
Las células de Leydig fetales forman grandes grupos en los cuales las células
estan apretadas y se observan en el intersticio en todos los estados de
desarrollo: 1, 3, 6, 9, 12, 15, meses de edad, disminuyendo su porcentaje a
partir de los 3 meses, mientras que las células de Leydig adultas solas o en
grupos aparecen en el intersticio testicular a partir de los 3 meses (Rana y
Bilaspuri., 2000).
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En el hombre son varios los estudios morfologicos y ultraestructurales de
células de Leydig realizados durante la etapa fetal (Codesal., 1990; Holstein.,
1970), neonatal (Prince., 1985), prepuberal (Prince., 1984) y adulta (Schulze.,
1984). Las células de Leydig aparecen en la gdbnada embrionaria después de la
determinacién testicular y probablemente procede de multiples tejidos
embrionarios que incluyen el epitelio celémico, cresta gonadal mesenquimal y
las células mesonéfricas (Habert y cols., 2001). El desarrollo de las células de
Leydig fetales en el hombre es un proceso complejo que conlleva eventos
celulares de: proliferacion, diferenciacion, involucion y cambios especificos
asociados a la morfologia y a la funcion. La cerrada similitud funcional entre las
células de Leydig fetales y las células adrenocorticales encontradas
recientemente sugieren un origen comun durante la embriogénesis. Las células
de Leydig fetales incrementan su numero durante los 2-3 meses iniciales
después del nacimiento y estan asociadas con el incremento en la testosterona
plasmatica durante el periodo embrionario y fetal temprano. Estas células
poseen una maquinaria esteroidogénica bien desarrollada expresando el
receptor de la hormona luteinizante (LHR) y las enzimas esteroidogénicas
(3BHSD, P450scc, P450c17) requeridas para la biosintesis de andrégenos
(Svechnikov y cols., 2010). En sintesis, el desarrollo de células de Leydig
fetales puede ser dividido en tres estados; diferenciacion, maduracion fetal e
involucién (Peliniemi y Niemi., 1969). Las células fetales se diferencian
aproximadamente a la octava semana de vida intrauterina. Y su involucién
comienza después de la vigésimocuarta semana. Desde esta edad hasta el
nacimiento el nimero de células de Leydig sufre una reduccion del 60%.
También disminuyen los niveles de la hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH), LH y testosterona desde la vigésima semana hasta el nacimiento
(Codesal y cols., 1990).

La compleja diferenciacion postnatal de las células de Leydig adultas
humanas envuelve una multitud de eventos celulares dando lugar a células de
Leydig maduras con una maquinaria esteroidogénica bien desarrollada

(Esquema 2) .
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Esquema 2. Supuesto esquema de la diferenciacion
de células de Leydig humanas. Células peritubulares
(PTC) y células de Sertoli (SC) secretan un namero
de factores criticos incluyendo LIF, PDGF-a and Dhh
gue promueven a las células madre de Leydig a
proliferar y migrar al compartimento intersticial del
testiculo donde se diferencian en progenitores de
células de Leydig (PLC). Posteriormente, una
combinacion de factores de crecimiento y hormonas
(LH, T3, IGF-1 and PDFG-0a) activan sus sefiales que
promueven la transicion de PLC a células de Leydig
inmaduras (ILC) y finalmente en una poblacién de
células de Leydig adultas (ALC). (Svechnikov vy cols.,
2010)

Durante la diferenciacion de células de Leydig adultas, los precursores llegan
a ser mas grandes; su abundante citoplasma mas eosinéfilo y las células
adquieren caracteristicas epiteliales. Todas estas alteraciones morfologicas
estdn acomparfadas por proliferacion y un incremento en la expresion de
enzimas esteroidogénicas y de los receptores de LH que mejoran

significativamente la capacidad de produccion de testosterona de estas células
(Svechnikov y cols., 2010) (Esquema 2) .
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Prince., (2001) propone una naturaleza trifasica del desarrollo de la célula de
Leydig humana, diferenciandose morfolégicamente tres tipos de células de

Leydig: fetales, neonatales y adultas (Esquema 3) .
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Esquema 3. Tres fases del desarrollo de la célula de Leydig en humanos. En el eje horizontal:
1) Desarrollo de células de Leydig fetales (FLC) procedentes de precursores mesenquimales
no diferenciados; 2) regresion de células de Leydig fetales con la correspondiente maduracion
en células de Leydig neonatales maduras (NNLC); la linea vertical representa el nacimiento, la
linea discontinua con un circulo al final representa las células que degeneran después de la
fase fetal; 3) regresion de NNLC a células de Leydig inmaduras (ILC) presentes en la infancia;
4) maduracion de ILC en la pubertad a células de Leydig adultas (ALC). P, células precursoras
que incluyen fibroblastos primitivos del intersticio y fibroblastos peritubulares; F, células
fibroblasticas del intersticio adulto. (Prince., 2001).

Este patron celular morfolégico descrito por Prince, (2001) se corresponde
con los estudios bioquimicos que claramente indican un patrén trifasico de
produccion de testosterona durante el desarrollo masculino. Las fases de una
elevada proliferacién de células de Leydig asi como la maxima produccion de
testosterona son entre las 14-19 semanas de vida fetal, del segundo al tercer
mes después del nacimiento y desde la pubertad a la vida adulta (Winter y
cols., 1976).

Numerosos cientificos han encontrado sustancias activas biolégicamente
diferentes que producen las células de Leydig y que estan envueltas en la
regulacion de la esteroidogénesis y la comunicacion entre los diferentes tipos
celulares testiculares. De este modo, ha llegado a ser hoy evidente que
ademas del control, bien conocido, por los esteroides existe un importante
mecanismo de control local autocrino y paracrino de las funciones testiculares.
Una nueva perspectiva sobre la naturaleza de la célula de Leydig se ha abierto
durante estos Ultimos 20 afios y permite revelar nuevas caracteristicas

importantes de las células de Leydig que muestran su similitud con estructuras

27
Esther B.F



Revision Bibliogrifica

del sistema nervioso periférico y central. Estas incluyen la expresion de
neurohormonas, neurotransmisores, neuropéptidos y antigenos de células
gliales (Davidoff y cols., 2009). A finales del siglo XX Schulze y cols., (1987)
observaron que después de la incubacion de tejido testicular humano con un
anticuerpo contra la sustancia P y otro contra metionina-encefalina, las células
de Leydig son fuertemente positivas a la sustancia P y a la metionina-
encefalina, a ésta dltima con una positividad mas débil. A partir de estos
resultados estos autores plantearon nuevas posibilidades sobre cuél seria el
origen de las células de Leydig. Posteriormente Angelova y cols., (1991)
realizaron estudios inmunocitoquimicos comparando la presencia del
neurotransmisor (sustancia P) y del marcador de células neuroendocrinas
(enolasa especifica neuronal) en células de Leydig de tres especies de
mamiferos (hamster dorado, cobaya y rata) llevadas a cabo en secciones de
tejido y en cultivos de células. La inmunorreactividad a la sustancia P aparecio
en células de Leydig fetales y adultas en hamster y cobaya, mientras que la
enolasa especifica neuronal se detectd en las tres especies en todos los
estados de desarrollo de la célula de Leydig. Tras estos estudios, Middendorff y
cols., (1993) estudiaron un mayor numero de marcadores neuronales: las
enzimas tirosina hidroxilasa, acido L-amino aromatico descarboxilasa,
dopamina p-hidroxilasa y feniltanolamina-N-metiltransferasa, serotonina,
proteina de unién a calcio parvalbumina, calbindina y proteina S-100, proteina
2 asociada a microtubulo, proteina neurofilamento 200, sinaptofisina, enolasa
especifica neuronal, sustancia P y cromogranina A+B, en testiculos de
hombres entre 20 y 81 afios dividiéndolos en cinco grupos: cancer de préstata
(grupo control), seminoma, terapia antiandrégena, terapia de estradiol y
criptorquidismo. Todas estas sustancias fueron encontradas en la mayoria de
células de Leydig de todas las secciones independientemente de los cambios
patolégicos de los testiculos. Cohetaneamente la positividad a enolasa
especifica neuronal, sustancia P, metionina-encefalina y proopiomelanocortina
junto con la observacion al microscopio electronico de vesiculas claras y un
buen numero de vesiculas con el nucleo denso de diferentes tamarfos (100-
300nm) y diferente densidad electronica, asi como pequefios haces de
microtubulos en el citoplasma, llevaron a plantear la posibilidad de una doble
naturaleza por un lado de caracter esteroidogénico y por otro de caracter
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neuroendocrino de las células de Leydig de testiculo humano (Davidoff y cols.,
1993)

Posteriormente estas observaciones sirvieron para detectar la expresion de
filamentos intermedios y verificar la existencia de sustancias marcadoras para
células neuronales y neuroendocrinas dentro de las células de Leydig en
testiculo de roedores de laboratorio como la rata adulta, raton, gerbo, hamster
sirio y cobaya. En todas estas especies se localizaron en las células de Leydig,
filamentos intermedios (vimentina, citoqueratina, neurofilamento 200 kD vy
proteina acidica fibrilar glial (GFAP)) y otros marcadores de sustancias que
son tipicas de células neuroendocrinas y gliales (Ortega y cols., 2004). Las
células de Leydig muestran una reaccion débil con el anticuerpo antivimentina y
negativo para desmina. El neurofilamento 200 kD se expresa en células de
Leydig y en paquetes de fibras nerviosas. La positividad es localizada
predominantemente en la regidbn perinuclear de las células. La
inmunopositividad para GFAP esta presente en su mayoria en el citoplasma
mostrando una intensidad de fuerte a moderada. La expresion de estas
sustancias relacionadas con los neurotransmisores o neurohormonas y otras
proteinas caracteristicas de células neuroendocrinas, sugieren que puede ser
una célula derivada de la cresta neural (Ortega y cols., 2004). Esta idea se ha
confirmado recientemente por datos que sugieren una relacion de los
progenitores/células madre de Leydig con células del epiblasto,
neuroectodermo y la cresta neural (Davidoff y cols., 2009). Davidoff y cols.,
(2004), realizaron un estudio para poder responder a la pregunta sobre cuales
son las ceélulas madre/progenitores de las células de Leydig. Ellos parten del
hecho, que se ha establecido en la literatura, de que las células
madre/progenitores en el sistema nervioso se diferencian por la expresion de la
proteina nestina. Esto les lleva a pensar que la nestina puede estar implicada
en la generacién de las células de Leydig. Para ello administraron EDS en ratas
adultas. Este citotoxico inicialmente elimino la poblacién de células de Leydig,
gue fue seguida por una sincronizada y completa regeneracion de las mismas.
El patron de distribucién principal de inmunorreactividad a la nestina en el
testiculo dos dias después del tratamiento con EDS se localiz6 en la

microvasculatura intertubular y peritubular y con una pronunciada actividad

29
Esther B.F



Revision Bibliogrifica

mitotica al mismo tiempo en las células musculares lisas vasculares y los
pericitos. Las células mioides peritubulares contractiles no expresaron nestina
ni actividad mitética. ElI periodo de tiempo en el que la célula de Leydig
desaparecio fue caracterizado por el aumento de la positividad a nestina. La
desaparicion de la célula de Leydig claramente coincidié con el incremento de
nestina y la reaparicion de la célula de Leydig con la disminucion de la
expresion de nestina. Al ir adquiriendo las propiedades esteroidogénicas
(expresion de citocromo p450) fueron perdiendo la expresion de nestina y
finalmente se transformaron en células de Leydig tipicas. Esta conversion en
células de Leydig fue acompafiada también por una pérdida de a-actina de
muasculo liso proporcionando cierta evidencia de un fendmeno de
transdiferenciacion. También las células de Leydig nuevamente generadas,
independientemente de su sitio de generacion intertubular o peritubular,
rapidamente llegaron a ser inmunoreactivas para diversos marcadores
neuronales como la proteina 43 asociada al crecimiento, tirosin kinasa A, factor
neurotrofico derivado de la linea celular glial, molécula de adhesion celular
neural, enolasa neurona-especifica, proteina 2 asociada-microtubulo,
sinaptofisina y neuroD, asi como también para proteina acidica fibrilar glial
(GFAP), 2,3 -ciclico nucleotido 3"-fosfodiesterasa y A2B5-antigen, conocidos
por ser expresados por astrocitos, oligodendrocitos y células progenitoras
gliales, respectivamente. Asi, después de la transformacién desde progenitores
vasculares, las células de Leydig fueron distinguidas por la expresion de varios
marcadores neuronales/gliales, indicando un notable fenotipo neural tal como
ya se conocia (Davidoff y cols., 2004). Estos descubrimientos, junto con los
resultados y la discusion llevada a cabo anteriormente por Davidoff y
cols.,(1993) sustentan la hipoétesis de un origen en la cresta neural de células
de Leydig.

Evidentemente estos resultados dan lugar a una cierta contradiccién con los
gue muchos autores han sugerido de un origen mesenquimal de las células de
Leydig adultas. Sin embargo, las células mesenquimales pueden ser
descendientes de todas las lineas germinales. De tal manera que el término
“origen mesenquimal” no refleja una descripcion especifica del origen de

células de Leydig. Por lo que la idea de que las células de Leydig son de
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multiples origenes es una opinidon generalizada actualmente. En este contexto
un gran numero de resultados contradictorios han sido publicados con respecto
a estas células. Ahora bien, el descubrimiento de propiedades neuroendocrinas
de las células progenitoras/células madre de Leydig da lugar a un nuevo
enfoque en la busqueda de progenitores/madre de Leydig y la localizacion
testicular de la proteina nestina, conocida por ser expresada en células madre
neurales (Davidoff y cols., 2009). Ademas otros estudios, demuestran que los
pericitos podrian ser las células madre adultas pluripotente que proporcionaria
un sistema para asegurar el mantenimiento, la reparacion fisioldgica y la

regeneracion del testiculo (Davidoff y cols., 2009).

2.1.4.-Macrofago

Los macrofagos son células que primariamente residen en el tejido conectivo
de muchos organos y cuyas funciones son: 1) inmunorregulacion con
presentacion de antigeno y funciones coestimuladoras incluyendo secrecion de
citoquinas; 2) fagocitosis y remodelacion del tejido y 3) sintesis de
prostaglandinas, factores de crecimiento, citoquinas y especies reactivas de
oxigeno (Buchanan., 2002; Hutson., 2006).

Los macréfagos testiculares aparecen en el testiculo durante el dltimo
periodo de gestacion y proliferan desde el nacimiento a la maduracién sexual
en respuesta a la secrecion de gonadotropina (Russell y cols., 1990). En
algunas especies forman alrededor del 25% de las células del intersticio
(Russell y cols., 1990).

En los testiculos inmaduros, los macréfagos testiculares estan dispersos en
el intersticio, llegando a estar proximos a las células de Leydig, formando
intimas asociaciones con ellas (Hutson., 1990). Ya en el estudio realizado por
Bergh en 1987 en testiculos abdominales y escrotales de ratas mostrd
claramente que el tamafio y la masa total de macréfagos testiculares y por
tanto posiblemente también su funcidn, eran modificados después del
tratamiento con la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) in vivo.

Esto sugirié que el incremento inducido en la actividad de la célula de Leydig
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por hCG debia influir segun este autor en los macréfagos testiculares. El efecto
podria ser mediado por el contacto especializado entre células de Leydig y
macrofagos (Bergh., 1987). Actualmente se considera que la intima asociacion
entre los macréfagos intersticiales testiculares y las células de Leydig sugiere
que estan funcionalmente relacionadas entre si (Buchanan., 2002). Ademas en
el testiculo de rata los macréfagos estan presentes en mayor cantidad a los 20
dias de edad pero no estan proximos a las células de Leydig hasta el dia 30,
que es cuando tiene lugar el mayor incremento en la actividad secretora de la
célula de Leydig de rata, esto indica una relacién entre los contactos de los
macréfagos y el momento en la secrecion de testosterona (Hutson., 1992).
Junto a esto es interesante destacar que el nimero de ambos, macréfagos
testiculares y células de Leydig aumenta desde el nacimiento al adulto a una
razon relativamente constante (11: 12), lo que sustenta una vez mas el
concepto de que estos dos tipos celulares estan funcionalmente acoplados
(Hutson.,2006). También se sabe que los macrofagos testiculares presentan
receptores para FSH y responden al tratamiento de la misma. Asi mismo
secretan un factor que estimula la secreciéon de testosterona por la célula de
Leydig in vitro, sugiriendo que los macrofagos pueden influir en la funcion de la
célula de Leydig (Bergh., 1987). Se ha demostrado que los macréfagos
intersticiales testiculares producen y secretan 25-hidroxicolesterol que causa
estimulacién directa de la funcion esteroidogénica de la célula de Leydig. La
caracteristica mas especifica de los macroéfagos testiculares sin embargo, es su

intima asociacion con células de Leydig (Buchanan., 2002).

La influencia de los macréfagos testiculares sobre el desarrollo de las células
de Leydig se ha puesto de manifiesto usando diferentes toxicos como el acido
alquilante sulfonico ester (EDS) que actian sobre la célula de Leydig. La
regeneracion de células de Leydig adultas después del tratamiento con EDS es
bloqueada por la eliminacion de macrofagos testiculares. Estas observaciones
indican que los macréfagos son necesarios probablemente junto con la LH
como precursores para las fases iniciales de la proliferacién asi como para la
actividad proliferativa de células de Leydig inmaduras (Lejeune y cols., 1998).
Ademas se ha observado que tras la administracion de EDS a la rata, tiene

lugar un aumento de actividad mitética de los macréfagos residentes (fase de
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proliferacion de macrofagos) que ocurre durante la fase de recuperacion,
asociada con la restauracion de las células de Leydig (Schlatt y cols., 1999). Se
han utilizado otras drogas como el bismuto para obsevar la viabilidad y funcién
de las células de Leydig y los macréfagos. Cuando las células de Leydig son
tratadas durante 24 horas con bismuto (1-100 uM) no se observan cambios en
la viabilidad o secrecion de testosterona. Sin embargo, cuando los macréfagos
testiculares son tratados con bismuto (6-25 uM) se producen cambios
significativos en la funcién de las células de Leydig. El bismuto no tiene efectos
directos en las células de Leydig, pero los niveles de testosterona disminuyen
por eliminacién de los macréfagos testiculares como consecuencia del
tratamiento (Hutson., 2006).

Hay estudios que indican que el factor inhibitorio de migracién de macréfagos
(MIF), una citoquina secretada por linfocitos y macréfagos durante la
inflamacion y que estimula la infiltracibn de monocitos y su proliferacion, es
producida por células de Leydig adultas de rata bajo condiciones normales no
inflamatorias (Meinhardt y cols.,1998). Las células de Leydig regulan la funcién
normal espermatogénica de los tubulos seminiferos por la produccién de
niveles adecuados de testosterona y los tubulos seminiferos producen varias
citoquinas de las que se conoce el efecto en la funcién del macréfago, como
interleuquina-1a (IL-1a) y el factor de transformacion del crecimiento B (TGF).
Como consecuencia las células de Leydig regularian el nimero de macréfagos
testiculares en el testiculo adulto directamente o indirectamente a través de la

secrecion de los tubulos seminiferos (Meinhardt y cols.,1998).

2.1.5.- Pericito

Los pericitos, también Illamados células adventiciales o0 células
perivasculares, se encuentran alrededor de los endotelios capilares y
venulares. Varias observaciones segun algunos autores sugieren la hipotesis
de que los pericitos vasculares en realidad son células madre mesenquimales
presentando las caracteristicas de una célula poco especializada con un nucleo

grande y heterocromatico (Ross y cols., 2004).
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Rana y Bilaspuri., (2000) identifican a los pericitos en el intersticio testicular
de bufalo como células fusiformes localizadas rodeando el endotelio vascular.
Estan presentes en el intersticio de todos los estados de desarrollo que ellos
examinan y observan un incremento significativo de estas células entre 1 y 6

meses, seguido de una disminucion a los 12-18 meses.

En un trabajo de DeFalco y cols., (2011) en ratén donde se realiza un estudio
detallado del desarrollo embrionario del compartimento testicular intersticial, se
muestra que las células perivasculares proliferan rapidamente entre los dias
E11.5-E12.5. Algunas células que expresan la molécula de adhesion vascular 1
(VCAM1) en la gonada son positivas para 5-bromo-2°deoxiuridina (BrdU).
También se muestra que la vascularizacion es requerida para estas ceélulas
intersticiales positivas-VCAM1 que migran en el testiculo y que contribuyen a la
formacion de células de Leydig y otros tipos celulares intersticiales. Este
sistema muestra algunos paralelismos con érganos o tejidos que requieren
interacciones  mesenquimal-vascular 0  epitelial-vascular durante la
morfogénesis, como el pulmén, tejido adiposo, hueso, pancreas, higado y

células madre neuronales.

Como vemos en el intersticio testicular no se le ha prestado mucha atencién
al pericito pero como dijimos anteriormente en un estudio realizado por Davidoff
y cols. (2004) se ha demostrado que estas células junto con las células

musculares lisas pueden ser posibles progenitores de las células de Leydig.

2.1.6.- Célula mioide

Los tubulos seminiferos de vertebrados estan rodeados por una lamina
propia formada por miofibroblastos, fibroblastos, matriz extracelular con fibras
de colageno y laminas basales. La lamina propia y sus células forman la base
morfoldégica para los movimientos peristalticos de los tubulos seminiferos
descritos por Rosen-Rugen en 1951 (Christl, 1990).

En la rata adulta la lamina propia esta formada por dos capas. La capa

interna entre el tdbulo seminifero y la célula mioide compuesta por tres
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elementos: 1) la lamina basal del epitelio seminifero, 2) el tejido conectivo entre
el epitelio seminifero y las células mioides y 3) la membrana basal discontinua
en la superficie interna de las células mioides. La capa externa entre las células
mioides y las células endoteliales linfaticas esta constituida de dos elementos:
1) la membrana basal en la superficie externa de la célula mioide y 2) el tejido
conectivo entre las células mioides y las células endoteliales (Yazama y cols.,
1997).

La ldmina propia constituye una barrera permeable para la penetracion de
sustancias al tubulo seminifero procedentes del intersticio (Christ, 1990). En
sintesis la lamina propia o tejido peritubular del tubulo seminifero consta de un
namero de capas de material extracelular y de células musculares lisas
modificadas o células mioides, que varia segun las especies (Kerr, 1991).
Estas células mioides peritubulares presentan filamentos intermedios tipo
desmina y pueden ser identificadas por esta caracteristica antes de su
maduracion ultraestructural (Virtaen y cols., 1986). Sin embargo, se puede
considerar la célula mioide como un miofibroblasto con caracteristicas
ultraestructurales de células intermedias entre fibroblastos y células musculares

lisas (Santamaria y cols., 1992).

Las células mioides o peritubulares se encuentran localizadas alrededor de
los tubulos seminiferos en todas las especies de mamiferos estudiados y
contiene abundantes filamentos de actina que se distribuyen en el citoplasma
de una manera diferente segun la especie. En la rata, los filamentos se
distribuyen circular y longitudinalmente al eje del tubulo seminifero. La
ordenacion de estos filamentos en las células cambia durante el desarrollo
postnatal o cuando tiene lugar la parada de la espermatogénesis, como ocurre
en los animales con criptorquidia. Otras proteinas citoesqueléticas que se
encuentran en estas células son: miosina y vimentina. Las células mioides son
contractiles y estan implicadas en el transporte de espermatozoides y fluido
testicular en el tubulo (Maekawa y cols., 1996). Ademas estudios in vitro han
demostrado que estas células secretan un buen nimero de sustancias factor
peritubular que modula la funcién de la célula de Sertoli (PModS), TGF, factor

de crecimiento similar a la insulina | (IGF-1), activina-A (De Winter y cols.,
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1994). Es evidente que la célula mioide ademas de dar un soporte estructural al
tubulo, también interviene en la regulacion de la espermatogénesis y la funcion
testicular, teniendo también receptores de andrégenos (Maekawa y cols.,
1996). Las células peritubulares ademas de contribuir a la actividad contractil
de los tdbulos testiculares, mantienen una interaccion mesenquimal-epitelial
con las células de Sertoli mediante deposicion de matriz extracelular y
secrecion de agonistas paracrinos (Verhoeven y cols., 2000). La célula mioide y
la célula de Sertoli cooperan pues en la produccion y formacion de una
compleja matriz extracelular. Asi, las células mioides producen colageno tipo | y
IV, fibronectina y proteoglicanos (Maekawa y cols., 1996) e interaccionan con
las células de Sertoli, jugando un importante papel en la fisiologia del tabulo
seminifero a través de una secrecion paracrina sobre dicha célula (Santamaria
y cols., 1995). Los estudios realizados por Kliesch y cols., (1991), en hamsters
dorados adultos con espermatogénesis activa y hamsters con testiculo
regresado también ponen de manifiesto que la secrecion de la célula mioide
debe ser importante en la funcionalidad de la célula de Sertoli y la

espermatogénesis in vivo.

En rata, los filamentos contractiles de actina aparecen a los 10 dias de edad
y maduran a los 25 dias. Estos datos indican que las células mioides deben
madurar morfolégicamente antes de que se concluya la espermatogénesis. La
ordenacion de sus filamentos de actina sugiere que estos en la célula mioide se

correlacionan con la actividad espermatogénica (Maekawa y cols., 1996).

Las células mioides proceden de una poblacion de células primitivas que dan
también lugar a otras células mesenquimales intersticiales. Hay datos
ultraestructurales que sugieren que las células peritubulares no pueden ser
diferenciadas de otras células intersticiales durante las fases tempranas de la
maduracion testicular (Ross, 1967). En el testiculo de ratdn y en el de hombre
todas las células intersticiales tienen una apariencia ultraestructural similar,
esto parece indicar un origen celular coman para los fibroblastos estromales y
para las células mioides peritubulares (Virtanen y cols., 1986). En la vecindad
de la célula mioide pueden aparecer fibras nerviosas, por lo que esto también

puede sugerir un control neural de la célula (Maekawa y cols., 1991).
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En el hombre, las células mioides son anormales en varias enfermedades
testiculares, incluyendo desordenes congénitos como el sindrome de
Klinefelter’s. Las alteraciones en las células mioides probablemente son las
responsables de un incremento en el espesor de la lamina propia en estos
casos por un aumento en la secrecion de componentes de la matriz
extracelular (Santamaria y cols., 1995). En otras especies como en roedores, la
célula mioide también ha sido estudiada en condiciones patolégicas o
alteraciones funcionales. Se ha demostrado que la proliferacion de dichas
células en rata tiene lugar de forma previa al aumento de la secrecién de
componentes de la matriz extracelular con un crecimiento de la lamina propia
del tubulo seminifero entre la tercera y la octava semana tras la administracion
de inyecciones intra-escrotales de epinefrina durante once semanas
(Santamaria y cols., 1995). Las células mioides que se encuentran alrededor
de los tubulos seminiferos dafiados presentan una proliferacion similar a la
estudiada en células de Leydig de ratas criptorquidicas sometidas al

tratamiento con EDS (Santamaria y cols., 1995).

Algunos farmacos como la cimetidina usado inicialmente en el tratamiento de
las Ulceras gastricas y duodenales y que esta registrado en “Food and Drug
Administration”, es un téxico testicular y ha sido estudiado por sus efectos en la
célula mioide (Franca y cols., 2000). Tras la administracion de diferentes dosis
de este toxico se observa que: 1) la apoptosis de células mioides peritubulares
ocurre en tubulos aparentemente normales, 2) se encuentran anomalias en la
lamina basal y 3) se pierden células mioides. Estos datos sugieren que el
primer suceso que tiene lugar relacionado con la cimetidina en el testiculo es el
dafio en estas células. Este es el primer farmaco con efectos descritos cuya

diana son las células mioides (Franca y cols., 2000).
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2.2.-PROLIFERACION Y APOPTOSIS EN EL INTERSTICIO TE STICULAR
DE MAMIFEROS.

El control del nimero de células en un organismo se consigue por el
equilibrio dinamico entre crecimiento en el nimero celular, logrado por mitosis y
diferenciacion de precursores celulares y la muerte celular. Alteraciones en el
balance de cada uno de estos procesos puede influir en el nimero total de
células (Gaytan y cols., 1995; Hardy y cols., 2005). Ademas en los estudios
celulares la determinaciéon combinada de un tipo de muerte celular, apoptosis, y
proliferacion celular mejora la calidad de la informaciébn pues estima el
incremento o la disminucion de la poblacion celular en los tejidos (Berensztein y
cols., 2006).

La proliferacién se define como el aumento del nimero de células, resultado
del crecimiento y la multiplicacién celular. Mientras que la apoptosis es un
proceso celular genéticamente controlado por el que las células inducen su
propia muerte en respuesta a determinados estimulos. En el testiculo, durante
los periodos fetales y de recién nacido ambos procesos determinan el tamafio
final del 6rgano en el adulto y el potencial de fertilidad de éste (Berensztein y
cols., 2006).

2.2.1.-Proliferacién en el intersticio testicular.

La proliferacion de todas las células esta controlada por moléculas que
afectan activando o inhibiendo a la cascada de kinasas que regulan la
transicion por los puntos de control del ciclo celular. El ciclo celular es
positivamente regulado por D-ciclinas (D1, D2 y D3). Las D-ciclinas se unen a
las kinasas dependientes de ciclina y su complejo activo fosforila los sustratos
celulares dando lugar a la sintesis de DNA y permite asi que la célula entre en
la fase S procedente de la fase G; (Sriraman y cols., 2000). De las proteinas
envueltas en la sintesis de DNA, el Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular
(PCNA) es una proteina de 36 KDa, que es un componente esencial en la
union de la DNA polimerasa & y D-ciclinas para iniciar la progresion del ciclo

celular. PCNA revela una reduccion dependiente de la edad en sus niveles a
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medida que las células de Leydig pierden su capacidad proliferativa y se
diferencian (Sriraman y cols., 2000).

Como ya hemos visto en otros apartados existen 2 generaciones de células
de Leydig en roedores. La primera se desarrolla durante la vida fetal y es la
responsable de la masculinizacion del sistema urogenital masculino. La
segunda poblacion de células de Leydig aparece durante la pubertad y se
diferencia en células adultas que producen testosterona necesaria para la
espermatogénesis y el mantenimiento de la funcion reproductora masculina
(Lejeune y cols., 1998). El desarrollo postnatal de células de Leydig de rata
supone su proliferacion, diferenciacion morfolégica y la adquisicion de la
capacidad de producir testosterona (Sriraman y cols., 2000; 2003). Lejeune y
cols., (1998) proponen un aumento de la proliferacion de los precursores de
células de Leydig, después del tratamiento con LH exdégena o hCG. Ahora bien,
la LH parece no ser esencial para la proliferacion de células mesenquimales. 1°
los niveles de LH en suero no aumentan con el inicio de la pubertad en ratas.
2° el hipotiroidismo neonatal transitorio inducido por tratamiento con goitrogen
propiltiouracil que suprime permanentemente la LH en suero, aumenta el
namero de células de Leydig adultas. 3° el efecto mitogénico de LH en células
de Leydig inmaduras es muy pequefio comparado con el de varios factores de
crecimiento como IGF, factor de crecimiento transformante o (TGF-a) e IL-1f3.
4° ninguna supresion quimica por LH que no sea por hipofisectomia inhibe la
proliferacion celular mesenquimal observada tras el tratamiento de EDS,
aunque la LH es absolutamente requerida para la conversion de estos
precursores en células de Leydig. Estos estudios indican que los factores de
crecimiento producidos localmente estan implicados en la regulacién de células
mesenquimales, pero la naturaleza de estos factores es en gran medida
desconocida. Aunque estudios posteriores sobre la LH aseguran que es
indispensable para la diferenciacion funcional y la proliferacién de células de
Leydig (Sriraman y cols., 2003).

La proliferacion de células de Leydig en ratas adultas es menor del 0,1%,
como lo muestran estudios con timidina titriada, estando el recambio de células

de Leydig en un rango entre 142 a 2823 dias (Teerds y cols., 1989). Esto indica
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que la poblacién de células de Leydig adultas es muy estable y se supone que
la muerte celular debe compensar la pequefa proliferacion para mantener el
namero de células de Leydig constante. También la muerte de células de
Leydig podria estar compensada por la proliferacion procedente de otras
células intersticiales, tal como ocurre tras la destruccion selectiva de todas las
células de Leydig, donde la poblacion de estas células se regenera
completamente después de 8-10 semanas (Lejeune y cols., 1998). Otros
autores como Johnson y cols., (1987), observan un 0,6% de células de Leydig
positivas a timidina titriada por dia en testiculo activo de hamster y de 1,3% en
la recrudescencia. Para estos autores la existencia de células de Leydig de
varias edades explicaria la heterogeneidad de las células de Leydig in vitro.
Igualmente una disminucion en la division de células de Leydig podria explicar
el decrecimiento en el nimero de ellas con la edad en el hombre. Asi, Neaves y
cols., (1985) la desaparicion de células de Leydig por degeneracion y
disolucién, podria no ser reemplazada por la formacién de nuevas células de
Leydig a partir de ellas mismas. Aunque no se descarta que haya nuevas
células de Leydig que puedan proceder no solo de divisién de otras sino de la
diferenciacion de otras células, lo que esta claro es que hay nuevas células de
Leydig que se afiaden continuamente a la poblacion de células existentes en el
hamster adulto (Mesocricetus auratus) (Johnson y cols., 1987). Por ultimo,
Hardy., (1987) observa un indice de unién a timidina tritiada de 0,22%, y no
observa positividad cuando el hdmster dorado esté en la fase de regresion tras
fotoperiodo corto, sin embargo tiene lugar un aumento a las tres semanas tras
la recrudescencia del 4,58% que considera que se debe a un precursor mas
que a la division de células de Leydig resistentes y que incorporan timidina

tritiada como fibroblastos, células mioides o pericitos (Hardy, 1987).

La actividad proliferativa de las células de Leydig esta relacionada con otras
células del intersticio como los macréfagos testiculares (Lejeune y cols., 1998)
y con otros tipos celulares como la célula de Sertoli. Asi Wu y Murono (1994)
sugieren gue las células de Sertoli secretan un factor mitogénico que estimula
la proliferacion de las células de Leydig. Este sistema “in vitro” proporciona un
modelo para el estudio de la regulacion paracrina de la proliferacion de las

células de Leydig por células de Sertoli. Asi, el co-cultivo de células de Leydig
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con células de Sertoli altera drasticamente la morfologia de la célula de Leydig
(Wu 'y Murono., 1994).

Varios factores de crecimiento, como IGF, TGF-a, TGF-f and IL-1, aunque
estimulan la sintesis de ADN en células de Leydig de ratas inmaduras in vitro,
su accion local en la proliferacion de las células de Leydig no ha sido aun
determinada (Wu y Murono., 1994; Mendis-Handagama y Ariyaratne., 2000).
Sin embargo IGF-1 es otro importante factor de crecimiento que promueve la
diferenciacion de la célula de Leydig y su proliferacion, aumentando su nivel
testicular con la pubertad. Las células de Leydig de raton a las que se les ha
eliminado el gen IGF-I permanecen funcionalmente inmaduras mostrando la
necesidad de IGF-I en el desarrollo de la célula de Leydig (Sriraman y cols.,
2000).

Como ya sabemos el desarrollo de una nueva poblacién de célula de Leydig
después de la administracion de EDS puede ser el resultado de la
diferenciacion de precursores de células de Leydig y de la proliferaciéon de
células de Leydig nuevamente formadas, un proceso que muestra homologia
con el desarrollo de la poblacién de Leydig tipo adulto en el testiculo pre-
pubertal. Los mismos factores parece que estan implicados en la estimulacion
de la proliferacién de la célula de Leydig en el testiculo prepubertal también
estimulan la proliferacion de la célula de Leydig tras la administraciéon de EDS.
Asi, se ha determinado que en el proceso de regeneracion de la célula de
Leydig los receptores de LH, 3B3-HSD, TGF a pueden ser observados en el

testiculo de rata después de la administracion de EDS (Teerds y cols., 1989).

En animales a los que se les ha realizado una capsulotomizacion testicular
después de ésta hay un progresivo incremento en el area de las secciones de
células intersticiales y el numero de células de Leydig, indicando la presencia
de hipertrofia e hiperplasia de las células. Sin embargo, no hay cambios en el
diametro de su nudcleo, sugiriendo que la actividad de las células de Leydig no
mejora. En el tejido intersticial hay mas células con forma irregular y fusiforme
que deben ser los precursores de las células de Leydig nuevamente formadas
(Quin y Lung., 2002).
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2.2.2.-Apoptosis en el intersticio testicular.

Dentro de cada linaje celular, el control del numero de células esta
determinado por un equilibrio entre proliferacion, diferenciacion y muerte celular
(King y Cidlowski, 1998). En estos ultimos afios se esta estudiando mas el
papel central de la muerte celular y en concreto de la apoptosis como factor
regulador del nimero de células de un tejido. Este tipo fisiologico de muerte
celular ocurre en condiciones normales o patoldgicas, procede de la activacion
de genes especificos seguido por una serie de caracteristicas morfologicas y
patrones bioquimicos. En concreto la apoptosis no induce la reaccion
inflamatoria con extravasacion o acumulaciéon de leucocitos y las células
apoptéticas son rapidamente eliminadas por los macréfagos residentes en el
tejido (Gaytan y cols., 1995).

La apoptosis es un proceso conservado evolutivamente por el que el numero
de células se reduce en tejidos y 6rganos, tras dispararse en las mismas rutas
intracelulares. Existen 2 rutas proapototicas importantes que han sido descritas
en células de mamiferos. Una de ellas se inicia en la superficie de la célula, la
via FasL/Fas, y la segunda tiene lugar en la mitocondria. En la via FasL/Fas, el
componente central de la maquinaria apoptética es un sistema proteolitico
formado por una familia de enzimas proteasas designadas como caspasas que
son inducidas por Fas y FasL. Estas enzimas participan en una cascada que se
dispara en respuesta a las sefales proapototicas culminando en la ruptura de
proteinas y en el no ensamblaje de las mismas. La caspasa-3 es responsable
de la proteolisis de proteinas en la fase de ejecucion de la apoptosis. Asi, se ha
comprobado que la inhibicion de la actividad de la caspasa-3 “in vitro” reduce la
frecuencia de apoptosis (Cohen, 1997). La segunda ruta tiene lugar en la
mitocondria y los procesos asociados a la apoptosis estan envueltos en una
reduccion del potencial de membrana mitocondrial y la produccion de especies
reactivas de oxigeno (Gao y cols., 2003).

Por un lado, en condiciones normales, no se ha descrito la apoptosis en la

célula de Leydig. Asi, Faria y cols., (2003) observan que en raton, la apoptosis
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no ocurre en las células de Leydig durante el periodo neonatal, prepuberal,
puberal y adulto. Ademas sugieren, que posibles células de Leydig fetales que
permanecen en el testiculo neonatal se asociarian con la involucion o con
procesos de degeneracion que se observan en algunas células de Leydig y que
no son causados por un proceso apoptético. Sin embargo, en los estadios
prepuberal y puberal, la fragmentacién de DNA apoptético se detecta en las
células germinales presentes en los tubulos seminiferos. Otros autores
suponen que la eliminacidn de células fetales ocurre por muerte celular y
disolucion de las mismas (Sniffen, 1950) o que desaparecen por
desdiferenciacion en células fusiformes semejantes a fibroblastos (Gruenwald,
1946).

Por otro lado, las células de Leydig sufren apoptosis en determinadas
situaciones y por diferentes agentes. Se ha observado que la ruta extrinseca
dependiente de la caspasa 8 esta implicada en la denervacion testicular que
induce la apoptosis en las células de Leydig. Asi, después de la eliminacion del
nervio espermatico en ratas también se produce la muerte de células de Leydig
via apoptosis. En consecuencia, la capacidad de los testiculos denervados
para producir testosterona y el nimero de receptores de LH localizados en las
células de Leydig disminuye. Ademas en esta investigacion se demuestra que
no hay diferencias significativas en la apoptosis de la célula de Leydig entre la
denervacion via nervio espermatico inferior y nervio espermatico superior
indicando que ambos nervios son igual de importantes para la supervivencia de

la célula (Gong y cols., 2009).

El bismuto provoca la muerte de la célula de Leydig por apoptosis, lo cual
supone una reduccion en el nimero de las mismas en los testiculos de ratas
intoxicadas con el mismo (Pendersen y cols., 2003). La exposicion a
concentraciones muy bajas pero biolégicamente relevantes de quimicos
medioambientales como dieldrina podria también afectar a la célula de Leydig
fetal humana, reduciendo la secrecién de testosterona que podria dar lugar a
una sutil desregulacion del desarrollo reproductivo y la fecundidad adulta
(Fowler y cols., 2007).
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Las situaciones de stress producidas durante la época prenatal o en el
desarrollo puberal temprano, limita el nimero de células de Leydig por
disminucién de su indice de mitosis (Hardy y cols., 2005). Ademas, el stress
aumenta los niveles de corticosterona (CORT) y glucocorticoides en suero que
inducen la apoptosis de las células de Leydig en ratas (Gao y cols., 2003), asi,
la reduccion del numero de células de Leydig en el testiculo implica una
disminucién de la produccion de testosterona (Hardy y cols., 2005). Los
mecanismos intracelulares por los que las elevadas concentraciones de CORT
y glucocorticoides actian sobre las células de Leydig para producir la apoptosis
no estan todavia aclarados, aunque los resultados indican que la activacion del
sistema Fas/FasL, la disminucién de procaspasa-3, la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y el incremento de la generacion de especies reactivas
de oxigeno estan implicados en este proceso (Gao y cols., 2003; Hardy y cols.,
2005). Por ultimo, la exposicién de las células de Leydig a H,O, secretada por
los macroéfagos testiculares aumenta su stress oxidativo y la expresion de FasL
y caspasa-3 con lo que disminuye la actividad enzimatica esteroidogénica de la

célula de Leydig y aumenta la apoptosis de la misma (Gautam y cols., 2006)

Como estamos viendo durante varios afos se han utilizado diferentes toxicos
para el estudio de los efectos que los mismos tienen sobre el intersticio
testicular y mas concretamente sobre la célula de Leydig. Uno de los modelos
gue mas se ha utilizado es la administracion de diferentes dosis de EDS en
roedores. Este selectivamente elimina células de Leydig como por ejemplo en
el testiculo de rata adulta y hamster aunque en otras como el raton su efecto es
muy pequefio (Gray y cols., 1995). EDS dependiente de glutation rapidamente
difunde a través de los tejidos y selectivamente inhibe la biosintesis esteroidea
y destroza las células de Leydig en el testiculo de ratas adultas. Diferentes
concentraciones de EDS pueden provocar diferentes tipos de muerte celular

(Rommerts y cols., 2004).

Después de una sola inyecciéon intraperitoneal de EDS en ratas macho
Sprague-Dawley (100mg/Kg) y un posterior analisis microscopico de luz y otro
de electronico y una evaluacion in vitro de la funcién de células de Leydig, se

concluye que el patrén esteroidogénico de regeneracion de células de Leydig
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en animales tratados con EDS es similar al de desarrollo de células de Leydig
en animales inmaduros (Myers y Abney., 1990).

Uno o dos dias después de una simple administracion de EDS en ratas
adultas, cobayas y hamsters, las células de Leydig muestran marcadas
alteraciones ultraestructurales sugiriendo degeneracién y muerte celular. Las
alteraciones incluyen cariopicnosis, vesiculacion citoplasmatica y acumulacion
de inclusiones lipidicas y grandes cuerpos de lipofucsina. Fragmentos de
células de Leydig necroticas suelen estar después rodeados por los
macrofagos del tejido intersticial (Kerr y cols., 1988).

En relacion con la participacion de los macréfagos en la eliminacion por
apoptosis de las células de Leydig tras la administracion de EDS es interesante
el estudio de Gaytan y cols., (1995) en donde se inyectd intra-testicularmente a
ratas adultas diclorometileno difosfonato para eliminar los macrofagos. Diez
dias después a los animales se les inyectd intraperitonealmente EDS para
inducir la apoptosis de las células de Leydig. Las principales diferencias en
respuesta a la muerte de células de Leydig en testiculos donde se habian
eliminado los macréfagos fueron: 1) un temprano incremento en la
concentracion de células mononucleares, tales como linfocitos, 2) una mayor
circulaciébn de monocitos en el testiculo, 3) la existencia de varios infiltrados
inflamatorios en los dias 3-4 y 4) la desaparicion de los monocitos infiltrados en
el dia 10. Tras estos resultados los autores sugirieron que los macrofagos
residentes en el testiculo pueden prevenir la reaccion inflamatoria provocada

por la muerte celular masiva de células de Leydig debida al EDS.

En ratas tratadas con EDS hay un aumento significativo en la proliferacién de
macrofagos positivos en el dia 3, coincidiendo con el pico de infiltracion y
expansion de la poblacion de macrofagos en respuesta a la destruccion de la
célula de Leydig. Sin embargo, 14 dias después del tratamiento con EDS, la
proliferacion de macrofagos es indetectable. La proliferacién de macrofagos se
incrementd con un pico del 55% a los 28 dias y disminuy0 a los 49 dias (Schlatt
y cols., 1999).
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En rata, los efectos de una simple dosis de 100 mg/Kg de EDS elimina el
75% de células de Leydig en el intersticio testicular 24 horas después de su
administracion. Las células de Leydig estan completamente ausentes a los 3
dias. Como consecuencia de esta pérdida de células de Leydig hay un relativo
incremento en la poblacion de macréfagos. La poblacion de células de Leydig
se regenera posteriormente por la diferenciacion de precursores
mesenquimales similares a fibroblastos comenzando dicha regeneracion a los
14 dias después del tratamiento con EDS (Taylor y cols., 1998). Otros autores
como Rommerts y cols., (2004) también ponen de manifiesto que las células de
Leydig son eliminadas con EDS por apoptosis que estd potencialmente

vinculada a la activacion del sistema Fas y caspasa 3.

En los animales en los cuales las células de Leydig son eliminadas por EDS y
gue son suplementados con testosterona tienen significativamente menos
macrofagos testiculares que los animales control. Esto sugiere que las células
de Leydig (pero no de la testosterona) son importantes en el mantenimiento del
namero normal de macréfagos en el testiculo. Parece mostrar que los efectos
de las células de Leydig en el niumero de macrofagos no estan indirectamente

mediados por la via del epitelio seminifero (Hutson., 2006).

Gray y cols., (1995) realizaron un estudio en el que administraron EDS (75 y
100mg/Kg) a ratas y hamsters de 6, 12 y 18 meses de edad. La dosis utilizada
causo6 un fuerte efecto en las ratas. Cuando los testiculos fueron examinados
por microscopia de luz, el numero de células de Leydig disminuyo en rata
mientras que en hamster so6lo una tercera parte de los tratados con EDS
estaban afectados, presentando una moderada reduccion en el nimero de sus
células de Leydig. En rata, los niveles de testosterona en suero comenzaron a
disminuir entre 6-24 horas después de la dosis y durante 9-10 dias posteriores
la testosterona fue indetectable en sangre. Pasado este tiempo no se
detectarén células de Leydig en el testiculo de rata y los niveles de
testosterona fueron también indetectables en suero, fluido intersticial y fluido
del tabulo seminifero del testiculo, estando la espermatogénesis y la fertilidad
también reducidas. En respuesta a estos cambios testiculares, las hormonas

pituitarias, LH y FSH empezaron a subir a los tres dias después de la dosis de
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EDS. Sin embargo, muchos de estos efectos son transitorios. A las 3 o0 4
semanas después de la inyecciéon de EDS (75 mg/Kg), las células de Leydig
comienzan a repoblar el intersticio testicular, los niveles de testosterona
vuelven a la normalidad y la espermatogénesis se recupera. Ademas los
efectos reproductivos que son inducidos por EDS estan claramente
relacionados con la dosis del mismo. En este mismo trabajo se observé que los
hamsters jovenes, de mediana edad y viejos respondian de la misma manera al
tratamiento con EDS. Solamente una tercera parte de los hamsters tratados
con EDS (100 mg/Kg) presentaron una moderada disminuciéon en células de
Leydig, 3 de 10 en jovenes (6 meses), 2 de 8 en animales de mediana edad (12
meses) y 2 de 4 en viejos (18 meses). Por el contrario las ratas tratadas con
EDS estuvieron todas afectadas, 5 de 5. La reduccion en la actividad del
enzima 3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) en hamster tras el
tratamiento con EDS fue del 35% mientras que en rata fue del 99%. En
conclusion, las células de Leydig de hamster son relativamente insensibles al

tratamiento con EDS (Gray y cols., 1995)

Taylor y cols., (1998), indican que los miembros de la familia de las proteinas
Bcl-2, Bax y Bcl-xl no juegan un papel activo en la induccidn de la apoptosis en
células de Leydig en respuesta a la administracion del téxico EDS. En este
estudio se evalu6 el papel potencial de estos productos de genes apoptoticos
en la iniciacion de la apoptosis en la célula de Leydig en respuesta a EDS y se
concluye que ésta en la célula de Leydig en rata esta mediada por la accion del
receptor Fas y su ligando. En este caso los efectos con una simple dosis de
EDS (100mg/Kg) eliminaron el 75% de las células de Leydig en el intersticio
después de 24 horas. Como consecuencia de la pérdida de células de Leydig
se produjo un relativo incremento en la poblacién de macrofagos. Estos autores
afirman que la regeneracion de la poblacién de células de Leydig tuvo lugar
mediante la diferenciacion de precursores mesenquimales similares a

fibroblastos.

El estudio realizado por O’Shaughnessy y cols., (2008) en rata adulta,
muestra que los niveles de testosterona de las células de Leydig se recuperan

a los 8 dias después del tratamiento con EDS. En contraste con ratas normales
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en las que los niveles de testosterona comienzan a recuperarse entre los dias
14 y 21 después del tratamiento con EDS. Es conocido que la eliminacién de
células germinales afecta a la funcién de la célula de Sertoli y acelera la
regeneracion de células de Leydig activas en testiculos libres de células
germinales, lo que puede ser debido a la actividad alterada de la célula de
Sertoli. LH es requerida para la regeneracion de células de Leydig después del
tratamiento con EDS vy los niveles de LH son mas altos en animales libres de
células germinales tratados con EDS comparados con animales normales
tratados con EDS. La regeneracion mas rapida de células de Leydig en
animales libres de células germinales debe reflejar un incremento en la
estimulacion tréfica del desarrollo de células precursoras (O"Shaughnessy y
cols.,2008).

Por ultimo indicar que en animales con reproduccion estacional como el corzo
se han encontrado células TUNEL (+) y caspasa-3 (+) dispersas dentro del
compartimento intersticial durante todos los periodos estacionales. La caspasa-
3 ha sido vista en células intersticiales por ser ligeramente mas pronunciada
gue en células espermatogénicas. Los porcentajes de células apoptéticas en el
tejido intertubular nunca exceden del 0,7%. Por lo tanto, no hay indicacion de
un aumento de la actividad apoptética durante ninguna de las estaciones
estudiadas (Blottner y Schoen., 2005).
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2.3.-FUNCIONALIDAD DE LA CELULA DE LEYDIG

Aunque las células de Leydig se identificaron en los testiculos de mamiferos
y se establecio su funcion endocrina hacia mitad del siglo XIX, no fue hasta
1960 cuando los experimentos realizados en compartimentos de tejidos
aislados (tubulo seminifero y tejido intersticial) fueron concluyentes para
demostrar que la célula de Leydig era la principal fuente de andrégenos

testiculares (Saez., 1994).

Las células de Leydig son las responsables de la produccién de testosterona
en los testiculos de mamiferos. Esta produccion de testosterona depende de la
estimulacion de estas células por la LH que es secretada en forma de pulsos a
la circulacion periférica por la glandula pituitaria en respuesta a la GnRH
procedente del hipotalamo. La testosterona y su producto aromatizado,
estradiol, vuelven al hipotdlamo y la pituitaria suprime transitoriamente la LH y
por tanto la produccion de testosterona. En respuesta a la disminucion de
testosterona, se produce de nuevo GnRH y LH. Este ciclo de feedback negativo
da lugar a una secrecion pulsatil de LH seguido de una produccién pulsétil de
testosterona (Zirkin y Chen., 2000). Como es sabido la testosterona es
sintetizada a partir del colesterol contenido en dos organulos celulares la

mitocondria y el reticulo endoplasmico liso (Esquema 4).
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Esquema 4 . Formacion de testosterona en la célula de Leydig.

La LH se une a sus receptores especificos en la superficie de las células de
Leydig y estimula la producciéon de AMPc, el segundo mensajero intracelular
para LH. AMPc tiene dos actividades principales en el control de la
esteroidogénesis de la célula de Leydig: la primera accién del AMPc es la
estimulacién rapida de la biosintesis de testosterona via movilizacion vy
transporte de colesterol en la ruta esteroidogénica, una accion que tiene lugar
en unos pocos minutos. La proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA)
activa la movilizaciéon de colesterol que procede del interior de la célula, de la
superficie lipoproteica celular, o de la sintesis de nuevo colesterol formado a
partir del acetato. A pesar de su origen, el colesterol transferido a la membrana
mitocondrial interna es un proceso dependiente de AMPc que requiere la
accion de la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR). La segunda
accion de AMPc en las células de Leydig es una estimulacion prolongada de la
expresion de los genes de las enzimas esteroidogénicas y una
sobrerregulacion de su actividad. Una vez que el colesterol es transferido a la
mitocondria, se convierte en pregnenolona mediante la divisién de la cadena
lateral del colesterol por P450 que reside en la cara interna de la matriz
mitocondrial. La pregnenolona difunde al reticulo endoplasmico liso donde es
convertida en progesterona via la accibn de 3B-hidroxiesteroide
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deshidrogenasa-A*-A> isomerasa (3B-HSD). La progesterona a su vez es
convertida a 17a-hidroxiprogesterona y en androstenediona por la accion de
17a-hidroxilasa/C17.50 liasa (P450cl7). La androstenediona es convertida a
testosterona a través de la accion de 173-HSD. Bajo condiciones fisiolégicas, la
transferencia de colesterol a P-450¢.. es generalmente el paso limitante en la
sintesis esteroidea, este paso mas que el nivel de estas enzimas es la etapa
limitante (Saez., 1994). Ademas la secrecion testicular de andrégenos
depende del nimero de células de Leydig y también de la actividad de las
mismas (Sriraman y cols., 2003; Wang y Stocco., 2005). Siendo la enzima 3[3-
HSD un marcador aceptado universalmente para todas las células secretoras
de esteroides (Ortega y cols., 2004).

En cuanto a la funcion de la célula de Leydig, histéricamente la primera
evidencia de la comunicacion entre los tubulos seminiferos y las células de
Leydig fue descrita por Johnson y Ewing (1971), quienes investigaron que la
FSH aumentaba la produccion de testosterona significativamente en testiculos
de conejo perfundidos expuestos a concentraciones maximas de LH.
Apoyando la accion de la FSH, en el desarrollo de la célula de Leydig existe
también una cerrada asociacion entre los niveles de FSH en suero y la
respuesta esteroidogénica de LH/hCG durante la maduracion sexual en
humano y rata. Algunos resultados experimentales han indicado que los
productos secretados por el tibulo seminifero modulan también la funcion de la
célula de Leydig (Saez., 1994). De hecho, la parada experimental de la
espermatogénesis, inducida por irradacion-x, criptorquidia provocada,
deficiencia de vitamina A y ligacion del conducto deferente, da lugar a cambios
morfolégicos y funcionales de las células de Leydig. En muchas de estas
condiciones experimentales, hay un incremento de los niveles plasmaticos de
FSH y LH, pero los cambios en la célula de Leydig no se deben a estos
incrementos, ya que la implantacion local de antiandrogenos en el testiculo
produce dafios de &reas locales del epitelio seminifero adyacente pero existen
areas no afectadas en el mismo testiculo. Estos resultados indican también la
existencia de mecanismos locales que controlan la funcién de la célula de
Leydig (Saez., 1994)
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La LH es necesaria para la diferenciacion funcional de las células de Leydig,
aunque la repoblacion de precursores de células de Leydig es independiente
de LH y en cambio es importante el papel de la FSH en la regulacion de la

funcién de la célula de Leydig (Sriraman y cols., 2003).

Ni la hCG secretada por la placenta ni la LH estan envueltas en la regulacion
de la fase inicial de la diferenciacion de la célula de Leydig humana. Sin
embargo, la LH estimula la produccion de testosterona después de 7 semanas
de gestacion, indicando que hCG/LH son requeridas para el mantenimiento de
esta produccion en estados posteriores. Esta hipo6tesis se apoya en el hecho de
que los fetos humanos anencefalicos tienen un reducido nimero de células de
Leydig y carecen de esteroidogénesis testicular sugiriendo el control endégeno

de gonadotropinas en la esteroidogénesis fetal (Svechnikov y cols., 2010).

La constante presencia de receptores de androgenos en células de Leydig
estd en concordancia con la hipotesis de que los andrégenos influyen en la
funcién y diferenciacién de la célula de Leydig de una manera paracrina y
autocrina (Weber y cols., 2002).

La célula de Leydig es particularmente sensible a la disminucién de las
hormonas pituitarias. Es conocido que cantidades bajas de hormonas pituitarias
afectan a la estructura de la célula de Leydig. Esto puede ocurrir por una
disminucidon de hormonas pituitarias, por administracion de hormonas,
neutralizacion de hormonas pituitarias por anticuerpos especificos, o
destruccion de células de Leydig por quimicos y/o fotoperiodo corto. En todos
los casos los mecanismos son similares y las situaciones pueden comparase

entre si (Russell y cols., 2006)

La funcion de la célula de Leydig puede ser regulada asi mismo también por
la célula de Sertoli y por otras células presentes en el compartimento
intersticial, como son las células mioides o peritubulares y los macréfagos. Se
sabe que hay una activa cooperacion entre células de Sertoli y las células
peritubulares o mioides. Sin embargo, no hay evidencias de que exista un

efecto directo de las células peritubulares o de sus proteinas secretadas en la
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funcién de la célula de Leydig. Sin embargo, las proteinas secretadas por las
células peritubulares, en particular P-Mod-S, regulan la funcion de la célula de
Sertoli. De esta forma las células peritubulares regularian indirectamente la
funcidén de la célula de Leydig a través de células de Sertoli (Lejeune y cols.,
1998).

El co-cultivo de células de Leydig con células de Sertoli altera la morfologia
de la célula de Leydig. Asi se produce un cambio en su forma pasando de una
delgada célula mesenquimal ramificada a una célula poliédrica epiteloide con
abundante citoplasma aunque no aparecen procesos de diferenciacion celular.
Las células de Sertoli in vitro secretan un factor mitogénico que estimula el
crecimiento de células de Leydig inmaduras. La célula de Sertoli causa una
actividad mitogénica en la célula de Leydig lo que supone la disminucion de la
biosintesis de testosterona en estas células. La capacidad de respuesta de la
célula de Leydig al factor mitogénico disminuye con la edad, mientras que la
secrecion de esta proteina mitogénica por células de Sertoli no es afectada por
la misma. La disminucion en la respuesta de la célula de Leydig con la edad
debe estar relacionada con su estado de diferenciaciéon en los diferentes

estadios de maduracion (Wu y Murono 1994).

2.3.1.-Sintesis de testosterona y cambios de la cél ula de Leydig con la
edad y la exposicion a fotoperiodo corto.

Como comentamos el envejecimiento se puede definir como un proceso
multifactorial que es natural y propio de la biologia del organismo, que incluye
eventos como acortamiento de telomeros, dafios en el ADN, stress oxidativo,
mutaciones que dan lugar a la inestabilidad del genoma, alteraciones en lipidos
y metabolismo de carbohidratos (Malisan y Testi., 2002), pudiendo ir
acompanado de enfermedades y cambios patologicos pero que no es una
consecuencia de los mismos. La teoria de radicales libres sobre el
envejecimiento propone que el desequilibrio entre pro-oxidantes y el sistema de
defensa antioxidante da lugar a un dafio oxidativo en los procesos celulares
(Luo y cols., 2006).
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La manifestacion del envejecimiento en los diferentes sistemas del organismo
puede ser diferente. En el aparato reproductor de la mayoria de especies de
mamiferos el envejecimiento va asociado a una disminucion en los niveles de
testosterona. En el hombre ademas una disminucion en la potencia sexual ha
sido relacionada con un aumento de la edad. Esta disminucién de los niveles
de testosterona con el envejecimiento esta relacionada con un aumento de los
niveles de gonadotropina en suero (Paniagua y cols., 1991). Algunos autores
(Rubens y cols., 1974) sugieren que la involucion testicular que tiene lugar con
el envejecimento es un fallo testicular primario y no secundario por un fallo de
la hipdfisis o del hipotdlamo. Por el contrario, otros investigadores (Harman y
Tsitouras, 1980) que han estudiado la funcion endocrina en hombres jovenes y
envejecidos han encontrado resultados similares en ambos en cuanto a los
niveles de testosterona basal y de estradiol. Esta divergencia de opiniones
debe ser consecuencia de los sujetos sometidos a estudio y de los multiples
factores que pueden influir en la variacion de los resultados como: stress, dieta,
estilo de vida, actividad fisica etc, (Paniagua y cols., 1991). Estudios mas
recientes también ponen de manifiesto la disminucion de los niveles de
testosterona en el hombre con la edad. Esta disminucidn de testosterona esta
asociada con alteraciones como disminucion de la longitud del musculo,
funcién fisica, reduccion en la funcion sexual y disminucidon cognitiva. Esta
disminucién de testosterona es compleja y envuelve factores intrinsecos y
extrinsecos de la célula de Leydig. Estas células de Leydig envejecidas
mantienen su capacidad para ser estimuladas por LH, pero la eficacia de esta

estimulacién disminuye (Midzak y cols., 2009).

Desde el punto de vista hormonal la LH y la FSH pueden estar mas elevada
en hombres viejos y ambas se correlacionan positivamente con la edad en
todos los hombres. La produccién de esperma disminuye en un 50% en
hombres viejos y se correlaciona negativamente con la edad. (Neaves y cols.,
1984).

En la rata Norway el envejecimiento esta asociado con la disminucion del
colesterol disponible para la esteroidogénesis y la expresion de receptor

periférico de la benzodiacepina, sugiriendo que estos dos eventos contribuyen
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a la disminucion observada de la testosterona con la edad. La correccion de
cualquiera de estos factores terapéuticamente puede llevar a una mejora en la
produccion de testosterona pero no es una recuperacion total de los niveles de

testosterona presentes en individuos jévenes (Culty y cols., 2002).

El envejecimiento masculino en la rata Norway aparentemente es
caracterizado tanto por fallo testicular como por deficiencia hipotalamica-
pituitaria (Grzywacz y cols., 1998). Ahora bien los niveles de testosterona tanto
en suero como intratesticularmente estan disminuidos, existiendo una reducida
capacidad del testiculo para producir testosterona en esta especie. La
disminucién en la produccion de testosterona asociada con la edad en esta rata
no se puede explicar por cambios en el nimero de células de Leydig, niveles
de LH en suero o contenido de células germinales del testiculo. Esto sugiere
que la disminucién en la produccién de testosterona en estas ratas envejecidas
puede resultar de defectos especificos en la célula de Leydig, causados como
consecuencia de factores que son extrinsecos o intrinsecos a las células de
Leydig (Chen y cols., 1996). Las razones que causan la hipofuncionalidad de
las células de Leydig no estan claras. Sin embargo estos estudios dan lugar a
resultados distintos a los de los hombres, ya que en la rata Norway los niveles
de LH disminuyen y en hombres se incrementan con la edad (Ruffoli y cols.,
2001).

Luo y cols., (2006) estudiaron tres componentes criticos de la ruta
esteroidogénica AMP., StAR y P450s. en relacion a la disminucion de la
produccion de testosterona relacionada con la edad. La reduccién en
testosterona se correlacioné con reducciones en StAR, P450s.c nRNA y PBR.
Se produce una disminucion significativa en la LH estimulada por los niveles de
AMP. intracelular vistos a los 9 meses antes de que se produzcan reducciones
significativas en testosterona, StAR y P450.. Los niveles de AMP. disminuyen
entre los 15-20 meses. Algunos estudios de células de Leydig de rata Norway
han demostrado que el envejecimiento esta acompafiado por un déficit
funcional de las células de Leydig individuales (Luo y cols., 2006). La supresion
experimental de los niveles de LH en esta especie da lugar a una disminucion

en el volumen de la célula de Leydig y de la produccién de testosterona,
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caracteristicas que también muestran las células de Leydig envejecidas (Chen
y cols., 2009).

Por otro lado, estudios realizados en la rata Sprague-Dawley se observa que
en los ejemplares envejecidos disminuye la secrecion de LH y testosterona.
Esta disminucion se relacionaria con modificaciones en el numero de

receptores para LH (Limonta y cols., 1987).

En el hamster dorado envejecido, a diferencia de otras especies no se
producen cambios significativos en los niveles de testosterona, LH y FSH con
la edad. Como se demuestra en el estudio realizado por Swanson y cols.,
(1982) donde no hay una disminucion seria en la funcion reproductora, ni
tampoco en el comportamiento. Estos datos han sido confirmados en relacion a
la testosterona en estudios posteriores de nuestro laboratorio (Horn y cols.,
1996; Calvo y cols., 1992)

En animales con reproduccion estacional durante la regresion testicular
debida a fotoperiodos cortos, la disminucién de LH, FSH y PRL liberadas da
lugar a una disminucidon en la produccion de testosterona por las células de
Leydig. EI hamster dorado es un roedor estacional tipico de fotoperiodo largo.
La exposicion a fotoperiodo corto después de un fotoperiodo largo da lugar a
una disminucion de las concentraciones en plasma de gonadotropinas y
testosterona y la espermatogénesis es también interrumpida con una regresion
testicular (Kawazu y cols., 2003). Las células de Leydig de testiculos
involucionados de hamsters muestran una baja produccién de testosterona y
una respuesta reducida a la estimulacién de hCG. Sin embargo, si el hamster
es tratado con LH o LH/FSH, la produccion basal de testosterona se eleva
(Niklowitz y cols., 1989). Las células de Leydig disminuyen en volumen pero no
en numero (Sinha Hikim y cols., 1988). Aunque por el contrario otros autores
como Hardy y cols., (1987) indican que el nimero de células de Leydig se
reduce significativamente en testiculos regresados, alrededor de un 50%.

Otro hamster estudiado con reproduccion estacional es Phodopus sungorus.

La influencia de fotoperiodos cortos exhibe cambios fisiol6gicos que incluyen
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sus funciones reproductivas. Los testiculos involucionan en tamafio y el epitelio
seminifero estd formado solamente por espermatogonias con unos pocos
espermatocitos y células de Sertoli. Las células de Sertoli y las células de
Leydig cambian su morfologia, reflejando inactividad funcional. Los niveles de

FSH y LH descienden durante estos fotoperiodos cortos (Kliesch y cols., 1991).

En otras especies sometidas a un periodo de hibernacion como el
murciélago, la actividad tanto de los tabulos seminiferos como del intersticio
testicular durante el ciclo anual se modifica. Durante el periodo de hibernacion
(Octubre-Abril) las células de Leydig involucionan y estan quiescentes.
Ademas, en esta fase y especialmente durante el periodo periarousal, se
identifican células fuertemente sudanofilicas como macrofagos en el intersticio
testicular (Gustafson., 1987)

2.3.2.-Influencia de la matriz extracelular en la f uncionalidad de la célula

de Leydig.

La matriz extracelular (ECM) juega un papel crucial en la formacién de los
tejidos durante la organogénesis. Las proteinas de la matriz extracelular forman
una mezcla compleja tanto desde el punto de vista funcional como estructural
de macromoléculas que juegan un importante papel en los procesos de
remodelacion del tejido: morfogénesis, angiogénesis, reparacion y
tumorogénesis (Vernon y cols., 1991; Lee y cols., 2006). En el testiculo actua
como barrera entre las células de Leydig intersticiales productoras de
andrégenos y las células de Sertoli intratubulares y las células germinales.
Ademas la ladmina propia de los tubulos seminiferos posee ECM que es
producida conjuntamente por las células de Sertoli y las células peritubulares
(Weber y cols., 2002).

Las células de Leydig en cultivo son capaces de sintetizar proteinas de matriz
extracelular y expresan receptores de estas proteinas (integrinas) y moléculas
de adhesion como N-CAM y N-caderina (Denduchis y cols., 1996). Las células

de Leydig in vitro se adhieren firmemente a la laminina, fibronectina y colageno
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IV y las alteraciones de estas proteinas causan alteraciones funcionales en las

células de Leydig (Weber y cols., 2002)

La forma, asociacion, proliferacion y expresion de productos de genes por
células de Leydig puede estar significativamente afectada in vitro por la
alteracion de la composicién del sustrato extracelular. La alteracién de la
composicién bioquimica o propiedades mecanicas de la superficie de cultivo
causa una modulacion significativa de la forma de la célula de Leydig, de la
asociacion intercelular, proliferacion y expresion de productos de genes
especificos de las mismas (Vernon y cols., 1991). Diaz y cols., (2002) tras
cultivar células de Leydig aisladas de ratas adultas en placas con recubrimiento
y sin recubrimiento con diferentes concentraciones de laminina-1, fibronectina o
colageno tipo IV en presencia o ausencia de hCG de 3 a 24 horas, encontraron
qgue la célula de Leydig se une firmemente al colageno tipo 1V, fibronectina o
laminina. En sus condiciones experimentales, la laminina-1, fibronectina o
colageno tipo IV promueven cambios en la forma de la célula que son
coherentes con el incremento en la adherencia y crecimiento celular,
comparada con las células cultivadas en placas sin recubrimiento. Estos
resultados se suman a los obtenidos anteriormente por Vernon y cols., (1991)
que observaron una difusion mas lenta en células cultivadas en placas de
plastico con peliculas delgadas de colageno tipo IV. Los finos mecanismos por
los que las proteinas de la matriz extracelular modulan la forma de la célula son
todavia materia de estudio, pero sin duda suponen la reorganizacion del

citoesqueleto celular en unidn con receptores especificos.

El colageno IV inhibe la produccion de testosterona en células de Leydig por
unibn a las integrinas, activacibn de quinasa regulada por sefales
extracelulares (ERK ¥2), disminucién en la produccion de AMP. y expresion de
StAR. Ademas cuando se cultiva células de Leydig con colageno tipo IV
aumenta su adhesion celular y su expresion de integrina y dichos cambios
estan acompafados por una reduccién en la produccion de testosterona (Diaz
y cols., 2005). Asi producen menos testosterona bajo la estimulacion de LH
cuando las cultivamos en placas con componentes de la matriz extracelular
(Guittot y cols., 2008).
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Las células de Leydig tienen contactos con varios componentes de la matriz
extracelular, aunque no sintetizan una lamina basal continua (Guittot y cols.,
2008). La lamina basal participa en multiples funciones, incluyendo
proliferacion, migracién, supervivencia y diferenciacion. En las células de
Leydig dicha membrana no las rodea de forma continua en el testiculo adulto,
pero presentan fragmentos de laminina y colageno IV en la superficie de la
célula (Kuopio y cols., 1989). Estas proteinas se encuentran en la superficie de

células de Leydig o entre células de Leydig adyacentes (Vernon y cols., 1991).

Kuopio T. y cols., (1989) observaron la inmunolocalizacion mediante
microscopica electréonica de colageno tipo IV y laminina en la superficie de
células de Leydig en el testiculo fetal. Las células fetales maduras de Leydig
presentaron pequefios parches positivos en su superficie. Después del
nacimiento éstos se encontraron primero por fuera de las superficies de los
grupos de células de Leydig y después entre las células adyacentes dentro de

los grupos.

Como ya sabemos el colageno tipo IV es el componente mayoritario
estructural de todas las laminas basales, esta compuesto de tres cadenas a
ensambladas en una triple hélice. Hay 6 cadenas a genéticamente distintas.
Los genes que codifican las cadenas al y a2 estan localizados en el
cromosoma 13 humano, a3 y a4 ordenados en el cromosoma 2, a5 y a6 estan
codificados por genes en el cromosoma X (Hudson y cols., 1993). Solamente
hay 3 promotores especificos a; a; 0z, 0z 04 05 Y 05 05 Og. En ratdon los
cordones seminiferos llegan a separarse del mesénquima solo por una lamina
basal depositada en la base del epitelio seminifero que comienza alrededor del
dia embrionario 12,5. Se ha demostrado que la primera lamina basal contiene
laminina, colageno tipo lll, colageno tipo IV (preferentemente cadenas (al/a2)
fibronectina y proteoglucano heparan sulfato (Enders y cols.,1995). En rata la
formacion inicial del testiculo y del ovario incluye la aparicién de las cadenas
al/a2 (IV) en el blastema gonadal. Ademas de la diferenciacion del epitelio de
las gonadas, las cadenas al/a2 (IV) llegan a estar localizadas en todas las

membranas basales. Las cadenas de colageno tipo IV a3, a4 y a5 no se
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detectan ni en el testiculo ni en el ovario de rata prenatal. Con la diferenciacién
postnatal del testiculo de rata las cadenas a3-a5 aparecen gradualmente y se
localizan en la membrana basal de los cordones testiculares y tubulos
seminiferos, células mioides, superficie epitelial, células de Leydig y algunos
vasos sanguineos. Las cadenas a3-a5 de colageno IV estdn menos
distrubuidas que al/a2 y son sintetizados mucho mas tarde en el desarrollo
(Fréjdman y cols., 1998).

Las células productoras de colageno expresan una proteina inducible por el
calor que es la HSP-47. Esta proteina es importante en la sintesis,
procesamiento y secrecion de colageno en varios tipos de células (Sato y cols.,
1996). HSP-47 es una glicoproteina de union al colageno, la sintesis de esta
proteina disminuye después de la transformacion celular y se localiza en el
reticulo endoplasmatico liso (Nakai y cols., 1989). Como hemos dicho la HSP-
47 es indispensable en la biosintesis de colageno, como lo muestra el analisis
del ratén HSP47". Esta mutacion es letal durante el desarrollo embrionario y
los embriones carecen de fibrillas de colageno y de membrana basal en sus
tejidos (Sato y cols., 2002).

En testiculo de raton durante los primeros dias tras el incremento de la
expresion de ,RNA del colageno tipo XXVI se observa expresion genética de
HSP-47 (Sato y cols., 2002).

Anteriormente Syntin y cols., (2001) habian demostrado que HSP-47 se
expresa geneéticamente en ceélulas de Leydig en rata Norway y que es una
proteina inducible por el stress, aumentando su expresion genética en células
de Leydig de testiculo envejecido regresado con atrofia testicular, respecto a
las células de Leydig de testiculo envejecido sin atrofia testicular. Durante el
envejecimiento la matriz extracelular se acumula en el intersticio y en las
proximidades de la célula de Leydig (Mendis-Handagama y Gelber., 1995). Asi
Ichiara y cols., (1993) ya observaron que en la rata Wistar envejecida hay
aumento en el volumen intersticial que va acompafiado de un aumento del
volumen de los vasos linfaticos y sanguineos y de las fibras de colageno

intersticiales con una disminucion del volumen ocupado por las células de
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Leydig y las células peritubulares. A través de un estudio genético con
microarrays en la rata Norway envejecida, las células de Leydig incrementan la
expresion de inhibidores de las proteasas (metaloproteasa 3 e inhibidor del
factor del plamindgeno) de tal forma que la destruccion proteolitica se ve
interferida por lo que la matriz es probable que se altere siendo esta la causa
del incremento o acumulacién de la misma que afectaria negativamente la
funcién de la célula de Leydig, por ejemplo por acumulacion de colageno IV
(Cheny cols., 2007).

Con respecto a cambios del intersticio testicular durante la regresion debida a
fotoperiodo corto existe poca informacion y se relaciona mas con los cambios
que suceden en la vascularizacion del intersticio. Durante la recrudescencia
después de la regresion existe una angiogénesis de nuevos vasos Yy
prolongacion de los anteriores que habian sufrido regresion. De hecho en la
matriz extracelular del intersticio de testiculos regresados de hamster tras el
fotoperiodo corto es facil encontrar la presencia de restos de membrana basal
que sobrevive a la muerte de las células endoteliales. En la regresion el
volumen de los vasos disminuye en un 85% con respecto al valor de los
animales activos (Mayerhofer y cols., 1989). Asi mismo en la regresion ya
establecida tanto el volumen del intersticio testicular como la cantidad de tejido
conectivo disminuye de una forma drastica (Shina Hikim y cols., 1988a). Por
altimo, indicar que con el comienzo de la recrudescencia empieza a aumentar

el volumen intersticial (Shina Hikim y cols., 1993).
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2.4.-ULTRAESTRUCTURA DE LA CELULA DE LEYDIG, MACROF AGO Y
CELULA MIOIDE

2.4.1.- Célula de Leydig

Las células de Leydig tienen el nucleo de forma redondeada u oval con
numerosas indentaciones y suele ser exceéntrico (Lejeune y cols., 1998). El
citoplasma contiene los organulos caracteristicos de las células secretoras de
esteroides como son gran cantidad de reticulo endoplasmatico liso,
mitocondrias con crestas tubulares o tubulo-vesiculares y numerosas vacuolas
(gotas) lipidicas. El reticulo endoplasmatico liso se dispone por todo el
citoplasma o bien sus tabulos y cisternas interconectadas se localizan en la
periferia celular o rodeando a las mitocondrias y a las gotas lipidicas (Kretser y
Kerr, 1988). Estas caracteristicas ultraestructurales diferencian a las células de

Leydig fetales de los fibroblastos mesenquimales del intersticio testicular.

En las ratas, las células de Leydig fetales son grandes, redondeadas con un
nacleo esférico y en el citoplasma tienen un aparato de Golgi poco
desarrollado, abundante reticulo endoplasmatico liso, mitocondrias y algunas
gotas lipidicas. La membrana plasmatica tiene protusiones que contienen
filamentos del citoesqueleto y muestran un espesor constante de 50-60nm con
un espacio de 25nm entre membranas de dos protusiones adjacentes. Las
células de Leydig fetales se unen entre si y a las células endoteliales
vasculares por uniones comunicantes (GAP) y desmosomas. Rodeando a los
grupos de ceélulas de Leydig fetales inmaduras hay una membrana basal
continua formada por colageno de tipo IV y laminina (Haider y cols., 2007).
Postnatalmente, sin embargo la membrana basal llega a ser discontinua y
parcheada. En el hombre, ultraestructuralmente las células de Leydig fetales
tienen el nucleo redondo u oval y heterocromatico y un nucléolo que se localiza
centralmente. En el citoplasma hay abundante reticulo endoplasmatico liso,
numerosas mitocondrias polimorficas con crestas tubulares, granulos
electrodensos (probablemente lisosomas) y algunas gotas lipidicas. No se

observan cristales de Reinke (Codesal y cols., 1990).
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Las células de Leydig inmaduras adultas de rata son ovales mas o menos
redondeadas y con citoplasma acidoéfilo. El ndcleo es heterocromaético, grande y
redondo con uno o dos nucléolos. El citoplasma contiene grandes cantidades
de reticulo endoplasmatico liso, un alto niumero de mitocondrias con crestas
tubulo-vesiculares, un aparato de Golgi bien desarrollado, pocas gotas lipidicas
y numerosas vesiculas de pinocitosis. En la membrana plasmética se observan
evaginaciones e invaginaciones (Haider y cols., 2007) y areas especializadas
con numerosas microvellosidades que se extienden dentro de invaginaciones
de la membrana plasmatica de los macréfagos testiculares que han sido
denominadas en la literatura como “coated pits” o digitaciones (Hutson, 1992;
Buchanan, 2002; Tran y cols., 2006).

Las células de Leydig adultas tienen en el citoplasma numerosas
mitocondrias, cuyo tamafio y nimero varia segun la especie. En el hombre son
pequefias, numerosas Yy con crestas vesiculo-tubulares. En raton, las crestas

tubulares son de tamafo uniforme (Mori y cols., 1982).

El aparato de Golgi se localiza en raton y gato en la region yuxtanuclear,
mientras que en el hombre sus componentes son numerosos y estan dispersos
por todo el citoplasma. Se sabe que el aparato de Golgi esta encargado de la
concentracion de granulos secretores en las células productoras de proteinas,
sintesis de polisacaridos en las células que elaboran carbohidratos y
acumulacion de lipidos absorbidos en las células de la mucosa intestinal. Sin
embargo no esta claro el papel que juega en la produccidén y secrecion de

esteroides (Mori y cols., 1982).

Las gotas lipidicas varian mucho en nimero y tamafio segun la especie. En
ratdbn son numerosas y de tamafo uniforme, en cobaya son grandes en tamafio
pero escasas Yy en rata las células de Leydig tienen pocas gotas lipidicas. En el
hombre son relativamente escasas. Probablemente su relacion con el reticulo
endoplasmico liso debe facilitar la transferencia de materiales entre estas dos
organelas. Ademas, hay un nimero considerable de lisosomas en las células
de Leydig. En algunas especies como en el hombre, estos se sitian cerca del
area de Golgi (Mori, 1984).
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Las inclusiones cristalinas descritas por Reinke en 1896 aparecen solamente
en células de Leydig humanas, estos cristales se aprecian cuando las células
de Leydig cesan en la produccion de esteroides. También se han encontrado
inclusiones paracristalinas de diversas formas en otros mamiferos como el
hdmster Chino (Payer y Parkening, 1983), sin embargo estas inclusiones
aparecen solamente cuando los animales alcanzan la madurez sexual y se

establece la produccién de esteroides (Werner y Moutairou, 1998).

Para Nistal y cols., (1986) las células de Leydig adultas maduras humanas
son similares a las células de Leydig fetales, pero con un complejo de Golgi
mas desarrollado, con granulos de lipofucsina y menor cantidad de reticulo
endoplasmatico rugoso. Estos mismos autores describen un tipo de célula de
Leydig infantil, que presenta un nucleo irregular multilobulado con cantidades
mas pequeiias de heterocromatina que los fibroblastos intersticiales y
peritubulares y los miofibroblastos. El citoplasma contiene abundante reticulo
endoplasmatico liso pero menos desarrollado que en las células de Leydig
fetales, algunas gotas lipidicas, mitocondrias y algunas cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso. En el intersticio testicular del hombre Codesal y cols.,
(1990) han descrito ultraestructuralmente células de Leydig multivacuoladas
gue parecen células degeneradas. Muestran un ndcleo oscuro y un citoplasma
electrodenso que contiene poco reticulo endoplasmatico liso, cuerpos

residuales y grandes gotas lipidicas.

En otra especie de mamifero no roedor como es el caso del cerdo, las
observaciones microscopicas muestran una forma irregular u oval de las
células de Leydig que normalmente estan asociadas con pequefios vasos
sanguineos. Presentan un nucleo grande y ligeramente alargado asi como un
complejo de Golgi pequefio, unas pocas mitocondrias con crestas tubulares y
laminares y un denso reticulo endoplasmaético liso de tubulos interconectados
(Triperi y cols., 2000).

Las células de Leydig del hamster han sido descritas ultraestructuralmente

tanto en condiciones normales de fotoperiodo o durante el fotoperiodo corto. En

64
Esther B.F



Revision Bibliogrifica

los animales activos las células tienen abundante citoplasma, un nucleo
irregular y presentan un prominente nucléolo. El reticulo endoplasmatico es la
organela mas abundante, presentandose en forma de cisternas aplanadas mas
que de forma reticular. Estas cisternas pueden ser parcialmente de reticulo
endoplasmatico liso o rugoso, cerca de las mitocondrias suelen carecer de
ribosomas. En ocasiones el reticulo endoplasmatico forma estructuras
conceéntricas y raramente se encuentran areas del citoplasma compuestas por
tubulos interconectados de reticulo endoplasmico liso. Esta disposicion es
caracteristica en las células de Leydig de hamters neonatales o juveniles y de
células de Leydig maduras de otras especies (Wing y cols., 1977). Las células
de Leydig tienen abundantes mitocondrias, escasa gotas lipidicas, aparatos de
Golgi, glucégeno, lisosomas, peroxisomas y areas amorfas con alto contenido
de filamentos (Shina Hikim y cols., 1988). Las mitocondrias son redondeadas o
elongadas con crestas tubulares, el aparato de Golgi esta formado por varios
dictiosomas alrededor del nucleo y se pueden observar algunos centriolos. La
membrana plasmatica de la célula presenta pliegues. Las células de Leydig
suelen estar separadas por un espacio de variable anchura, aunque hay
prolongaciones de algunas células que se invaginan en el citoplasma de otras.
Entre las membranas adyacentes de las células pueden observarse uniones
GAP (Wingy cols., 1977).

Mori y cols., (1982), realizaron un analisis morfométrico de las células de
Leydig, poniendo de manifiesto diferencias entre especies sobre la cantidad de
reticulo endoplasmico liso. Hay especies con abundante reticulo endoplasmico
liso como por ejemplo cobaya y zariglefla mientras que otras presentan un
menor desarrollo de este organulo como es el caso del hamster. Otras
especies presentan abundancia intermedia de reticulo endoplasmico liso como
son la rata y el hombre. Este autor demostré que la cantidad de reticulo
endoplasmico liso es proporcional a los niveles de secrecion de testosterona
por gramo de célula de Leydig. En raton, el reticulo endoplasmatico liso es la
organela mas desarrollada en las células de Leydig y su membrana tiene un
area de 2.428 cm? por cm® de tejido testicular que es 8,5 veces superior a la
superficie de area de membrana plasmatica y constituye el 56,9% de las

membranas totales en células de Leydig. La mitocondria ocupa el 10,1% del
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volumen de célula de Leydig o 11,4% del volumen citoplasmatico. Las células
de Leydig tienen numerosas gotas lipidicas con una media de 147 por célula y

ocupan el 5,1% del volumen celular (Mori y cols., 1982).

Mendis-Handagama y cols. (1988) también pusieron de manifiesto la relacion
entre la secrecion de testosterona, volumen de organelas y superficie en la
célula de Leydig de hamster, rata y cobaya. La secrecion de testosterona por
gramo de testiculo y por célula de Leydig fue significativamente diferente en las
tres especies: mas alta en cobaya, intermedia en rata y mas baja en hamster.
Asi, el porcentaje en volumen de mitocondrias en hamster (16,84%) es superior
al de las otras dos especies estudiadas, rata (12,93%) y cobaya (13,95%) asi
como el porcentaje de reticulo endoplasmico rugoso en hamster (34,66%), rata
(1,01%) y cobaya (1,25), ribosomas en hamster (2,81%), rata (0,54%) y cobaya
(0,88%) y aparato de Golgi.

2.4.1.1.- Ultraestructura de la célula de Leydig durante el envejecimiento

En el hombre, la atrofia testicular con el envejecimiento lleva consigo
alteraciones ultraestructurales de las células germinales que progresivamente
llevan a su desaparicion (Horn y cols., 1996). Ademas, las células de Sertoli
acumulan lipidos y glucégeno en el citoplasma y en el citoplasma de las células
de Leydig disminuye la cantidad de reticulo endoplasmético liso y el nimero y
tamafo de mitocondrias a la vez que se acumulan pigmentos, lipidos y cristales
de Reinke (Paniagua y cols., 1991). La funcion de estos cristales en las células
de Leydig no es conocida en el hombre pero aumentan durante el

envejecimiento (Kerr, 1991).

Paniagua y cols., (1986) describieron 5 tipos de células de Leydig en funcion

de su patrén ultraestructural en el testiculo de hombres envejecidos:

1) Células de Leydig con una ultraestructura madura aparentemente normal

como aquella que se observa en testiculo joven adulto.
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2) Células de Leydig con anormalidades en el numero o localizacion de
inclusiones cristalinas. Estas células presentan un citoplasma no alterado y se
diferencian de las células de Leydig normales solo por la presencia de varios
cristales citoplasmaticos de Reinke, cristales de Reinke intranucleares o

numerosas inclusiones citoplasmaticas o intranucleares paracristalinas.

3) Células de Leydig multivacuoladas con el citoplasma lleno de vacuolas
lipidicas. Tienen escasas organelas citoplasmaticas, incluyendo reticulo
endoplasmico liso. Las mitocondrias son pequefias y escasas. El nucleo es
mas irregular y denso que los de células de Leydig normales. Algunas células
de Leydig multivacuoladas presentan numerosos cristales de Reinke o

inclusiones paracristalinas.

4) Células de Leydig que presentan un pobre desarrollo del reticulo
endoplasmico liso y de las mitocondrias. Estas células normalmente presentan
numerosos granulos de lipofucsina. En estados mas avanzados de
desdiferenciacion, los nucleolos son mas pequefios o estan ausentes. Algunas

células muestran numerosas inclusiones paracristalinas o cristales de Reinke.

5) Células de Leydig bi- o trinucleadas. Algunas de estas células muestran una
apariencia ultraestructural normal, muchas de ellas presentan un pobre
desarrollo del reticulo endoplasmico liso y pequefias mitocondrias y son
similares a las células de Leydig desdiferenciadas. Se observa con frecuencia
cristales de Reinke o inclusiones paracristalinas. Estas células multinucleadas
se estudiaron con mas detalle en testiculo normal humano, utilizando testiculos
de 65 hombres adultos con edades comprendidas entre 21 y 89 afios. El
examen ultraestructural mostré células de Leydig con 2 o mas ndcleos, su

namero se incrementaba con la edad (Nistal y cols., 1986).

Hace afios en humanos se observo la presencia de células de Leydig en
proceso de degeneraciéon en un estudio sobre el envejecimiento de esta célula,
proponiéndose que esto podria ser la causa de la disminucion del nUmero de
estas células con la edad. Las observaciones con microscopia de luz durante la

cuantificacion de las poblaciones celulares pusé de manifiesto la posible
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degeneracion y disolucion de células de Leydig. Las observaciones con
microscopia electronica de estas células mostraron un citoplasma
caracteristico. Habian residuos tubulares en areas de disolucion citoplasmatica,
asi como largas vacuolas en otros lugares de la célula, que sugerian un
citoplasma que previamente habia sido rico en reticulo endoplasmatico liso
(Neaves y cols., 1985)

En otros mamiferos también se ha estudiado el efecto del envejecimiento en
la ultraestructura de la célula de Leydig. Asi, en ratones envejecidos un
aumento de los granulos de lipofuscina probablemente sea consecuencia de
cambios metabdlicos que tienen lugar con la edad. La acumulacion de los
mismos se asocia con una reduccion de otras organelas, sugiriéndose que
estos granulos influyen negativamente en la funcion celular (Giannessi y cols.,
2005). En el cerdo con el envejecimiento, las células de Leydig se caracterizan
por tener un namero bajo de mitocondrias y se observan numerosos granulos
con una organizacion de tipo paracristalino, que es tipica de cristales de Reinke
(Triperi y cols., 2000). Por ultimo en el caballo, los estudios realizados con
ejemplares cuya edad oscilaba entre 2-20 afios, muestran que en el tejido
intersticial aumenta el numero de células de Leydig y que en el citoplasma de
estas células se acumulan granulos de lipofucsina aislados o agrupados
(Jhonson y Neaves, 1981; Almahbobi y cols., 1988)

Ademas de estos estudios ultraestructurales, existen estudios morfométricos
que demuestran que la disminucién del volumen testicular con la edad es
debida a una disminucidn en el volumen ocupado por los tabulos seminiferos
mas que por cambios en el intersticio. Los tubulos seminiferos aumentan en
longitud con la edad, mientras que el diametro del tubulo disminuye
significativamente con la misma en el hamster dorado (Morales y cols., 2004).
En esta especie Mesocricetus auratus se ha estudiado la variacién en el
namero de células de Leydig con la edad. Entre 6 y 12 meses no se observa
disminucién del namero. Por el contrario a los 18 meses se evidencia una
disminucién significativa de estas células respecto a los animales de 6 y 12

meses (Horn y cols., 1996).
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En otros roedores como la rata Wistar, durante el envejecimiento
(aproximadamente a los 2 afos), la mayoria de las células de Leydig son mas
pequefias en tamafo que las de ratas jovenes y su forma es mas alargada e
irregular. El volumen medio de célula de Leydig disminuye de 1364 pm?a 637
um?, pero el nimero de células de Leydig en ambos testiculos se incrementa
desde 53 x 10° a 113 x 10°. Las mitocondrias son mas numerosas y pequefias.
El volumen absoluto de peroxisomas por célula de Leydig esta correlacionado
significativamente con la concentracion de testosterona que disminuye en
sangre y con el volumen de reticulo endoplasmico liso por célula de Leydig
(Ichihara y cols., 1993).

En el hombre mediante diferentes técnicas morfométricas se ha comprobado
gue el volumen total de célula de Leydig por individuo disminuye con la edad, y
gue depende del volumen individual de la célula de Leydig y del numero de
células de Leydig. Este Ultimo también disminuye significativamente con la
edad (Kaler y Neaves, 1978).

Otros autores como Neaves y cols., (1984) realizaron su investigacion sobre
el nimero de células de Leydig, produccion de esperma diario y niveles de
gonadotropina en suero en hombres envejecidos. Tras el analisis
ultraestructural determinaron que la media del ndmero total de nucleos de
células de Leydig disminuyd en un 44% en las muestras de testiculo
envejecido. El volumen del ndcleo tendio a incrementarse con la edad, pero no
fue significativo. El volumen total medio del citoplasma de la célula de Leydig
disminuyo6 en un 39% en hombres envejecidos comparado con los jovenes. Asi
mismo el citoplasma de la célula de Leydig por individuo disminuyo
significativamente con la edad.

En otras especies como el gallo, el tejido intersticial a las 110 semanas de
edad contiene pocas células. El espacio intercelular contiene algunos
fragmentos de células y material fibroso disperso, algunas de las células tienen
una apariencia como el fibroblasto con un perfil plano y largas proyecciones
citoplasmaticas. El citoplasma es electro-denso y las organelas escasas

(Rosenstrauch y cols., 1998).
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2.4.1.2.- Ultraestructura de la célula de Leydig como consecuencia de la

exposicidn a fotoperiodo corto.

Existen algunas especies de roedores como Lagostomus maximus maximus
(viscacha) donde se ha estudiado los cambios ultraestructurales que afectan a
la célula de Leydig durante el fotoperiodo corto. En época reproductiva, las
células de Leydig tienen el nucleo central y presenta una forma redondeada o
ligeramente oval, con una delgada banda de heterocromatina periférica junto a
la membrana interna de la envoltura nuclear. El nucleolo esta bien desarrollado.
Durante este periodo las células muestran hipertrofia citoplasmatica y
distribucion de organulos de forma regional. Las organelas dominantes son el
reticulo endoplasmico liso y las mitocondrias. El reticulo endoplasmico liso
aparece como una red de vesiculas, cisternas y tubulos interconectados, que
estan intimamente relacionados con mitocondrias, inclusiones lipidicas y
cuerpos densos. Las mitocondrias varian en tamafo y forma, son ovales,
redondas, como una varilla y con abundantes crestas tubulares. El aparato de
Golgi esta bien desarrollado y formado por saculos paralelos y pequefas
vesiculas. Las inclusiones lipidicas son mas abundantes en este periodo, son
homogéneas y estan distribuidas irregularmente en grupos. Es comun
observar cuerpos densos como lisosomas en diferentes estadios asi como
centriolos. Estas células presentan desmosomas focales y uniones GAP con
otras células de Leydig vecinas. Las caracteristicas ultraestructurales de las
células de Leydig de viscacha varian en la regresién y se observan células en
diferentes fases de involucion. Las células de Leydig muestran una evidente
hipertrofia y un aumento en el numero de cuerpos densos durante la regresion
gonadal. En estas células el nucleo es redondeado oval o irregular y
heterocromatico. El reticulo endoplasmico liso es escaso y hay pocas
mitocondrias. Los espacios intercelulares entre células de Leydig son
irregulares y muestran numerosas dilataciones con microvellosidades cortas
(Muioz y cols., 1996).

En el hamster dorado sometido a fotoperiodo corto de 6:18 (6 horas de luz:

18 horas de oscuridad) durante 10 semanas, se ha observado que las células
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de Leydig en los hamsters control tienen un tamafio de 1167+43 pym?® con un
citoplasma oscuro tefiido por azul de toluidina. Su nucleo tiene forma
redondeada con un borde de heterocromatina a lo largo del margen interno de
la membrana nuclear. En contraste, las células de Leydig en hamsters
regresados tienen 573+120 um® (50% mas pequefias que los controles) y con
un nucleo de forma irregular. El citoplasma tefiido por azul de toluidina y la
apariencia de heterocromatina en el ndcleo es similar para las células de
Leydig de ambos grupos. Este autor encontré que no hay evidencia de que a
las 10 semanas de fotoperiodo (6:18) este tratamiento cause tal
desdiferenciacion de las células de Leydig que estas lleguen a ser

morfolégicamente irreconocibles como tales (Hardy y cols., 1987)

Posteriormente se realizé un estudio que midié el volumen medio de la célula
de Leydig en hamster activos gonadalmente. Este fue de 1092 ym® y el
volumen del nlcleo de 1977 pm?®, que representan el 18,1% del volumen
celular. En testiculos regresados, las células de Leydig disminuyen
notablemente de tamafo. Los valores medios para ndcleo, citoplasma y
volumen celular son 49,9%, 25,9% y 30,3% respectivamente de los valores
medidos en animales gonadalmente activos. Los cambios en el volumen del
ndcleo de la célula de Leydig son menores que los cambios que tienen lugar en
el volumen citoplasmatico durante esta regresion testicular inducida por
fotoperiodo corto (Sinha Hikim y cols., 1988a). Ademas, en los animales
regresados las células de Leydig del hamster dorado tienen una reduccion de

la razon citoplasma/nucleo.

Morfologicamente el ndcleo tiene un perfil muy irregular con numerosos
pliegues y abundante heterocromatina. Muestran en el citoplasma una
disminucién en el volumen de reticulo endoplasmatico liso, complejo de Golgi y
peroxisomas y una disminucion en el area de superficie de la membrana
mitocondrial interna y del reticulo endoplasmatico rugoso, sugiriendo que los
cambios en la célula de Leydig estan restringidos a las organelas asociadas

con la biosintesis esteroidea (Sinha Hikim y cols., 1988b).
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Respecto a la disminucion del numero de células de Leydig en el hamster
dorado tras fotoperiodo corto existe controversia. Algunos autores indican una
disminucién del namero (Hardy y cols., 1987; Sinha Hikim y cols., 1993)
mientras que otros autores piensan que no hay fluctuaciones (Johnson y cols.,
1987).

En el estudio realizado por Kliesch y cols., (1991) en el hamster (Phodopus
sungorus) con involucion testicular después de ser hipofisectomizados o
sometidos a fotoperiodo corto, se encontré una disminucién en el area de la
célula de Leydig en un 40% y en el tamafio nuclear de un 20% en comparaciéon
con las células de Leydig adultas de testiculos de hamster fértiles sometidos a
largos fotoperiodos. ElI examen ultraestructural muestra un ndcleo con
invaginaciones y forma irregular y un nucleoplasma heterocromético. En el
citoplasma el reticulo endoplasmatico liso es escaso ya que desaparecen las
disposiciones conceéntricas de cisternas y las formas vesiculo-tubulares estan
notablemente reducidas. No se encuentran cambios en las mitocondrias, el

aparato de Golgi ni en la degeneracion de células de Leydig.

En la especie Clethrionomys glareolus S. (topillo rojo) la eliminacion de la luz
induce una marcada disminucién en el volumen citoplasmatico y nuclear y en la
cantidad de reticulo endoplasmatico liso, reticulo endoplasmatico rugoso,
mitocondrias e inclusiones lipidicas en las células de Leydig. EI numero de
cuerpos de mielina y cuerpos densos es mas alto en células de Leydig de

animales regresados (Tahka., 1988).

Por ultimo en la especie Myotis lucifugus lucifugus (murciélago) la regresion
significativa de células de Leydig comienza a ocurrir a finales de Agosto. En
Septiembre, las células de Leydig experimentan una profunda disminucion de
su tamafo y cantidad de citoplasma y su nudcleo se encoge y muestra un

pleomorfismo considerable (Gustafson., 1987).
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2.4.2.- Macrofago y célula mioide: ultraestructura y cambios con el
envejecimiento y el fotoperiodo corto

Los macroéfagos testiculares de todas las especies de mamiferos estudiados
se localizan en el compartimento intersticial en condiciones normales, son
menos numerosos que las células de Leydig y su morfologia varia desde mas o
menos redondeada u ovoide en ratas, perros y cobayas a heterogénea en raton
(Hutson, 2006). Con microscopia electronica muestran un nucleo con
numerosas indentaciones y un citoplasma de baja electrodensidad que
contiene numerosos lisosomas y cuerpos residuales polimoérficos, abundantes
mitocondrias y escaso reticulo endoplasmatico rugoso (Miller y cols., 1992;
Wing y cols., 1977).

El rasgo ultraestructural mas interesante de los macréfagos testiculares son
sus microvellosidades o digitaciones (Hutson., 2006). Las microvellosidades
proceden de la superficie de los macrofagos y se extienden en el espacio
intersticial y frecuentemente entran en contacto con otros salientes procedentes
de las células de Leydig. Ademas, existen amplias areas de la superficie de los
macrofagos testiculares que estan estrechamente unidos con las células de
Leydig (Giannessi y cols., 2005), observandose contactos especializados entre
células de Leydig y macréfagos, demostrandose que se dan entre si con un
indice de 4:1(Leydig: macrofago) en testiculo normal de rata (Kretser y Kerr.,
1988). Las asociaciones de membrana especializadas entre macréfagos y
células de Leydig han sido denominadas también como digitaciones o “coated
pits”. Esta cerrada asociacion fisica sugiere que estas células estan
funcionalmente relacionadas (Miller y cols.,1992; Buchanan., 2002; Hutson,
2003).

Los macrofagos se han descrito también ultraestructuralmente en el hamster
dorado, son menos numerosos que las células de Leydig y poseen un
citoplasma con baja electrodensidad que contiene numerosos cuerpos
residuales y mitocondrias. El reticulo endoplasmico rugoso esta poco

desarrollado. Los macrofagos estan cercanos a las células de Leydig (Wing y
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cols., 1977). Durante el periodo de regresion los macrofagos presentan una
disminucién de su tamafio y de su diferenciacion (Wing y cols., 1977).

La informacion sobre los cambios que sufren los macrofagos testiculares
durante el envejecimiento es limitada. Hace unos afios Giannesi y cols., (2005)
realizaron un estudio sobre la ultraestructura de los macréfagos testiculares en
ratdbn envejecido. Como ya hemos mencionado los macréfagos testiculares
mantienen una estrecha relacion con las células de Leydig en los ratones
jovenes adultos, que por el contrario no se encuentran o disminuye en los
macrofagos y células de leydig de animales envejecidos. En el citoplasma de
los macrofagos se observan ademas granulos de lipofucsina similares a los que
se encuentran en el citoplasma de las células de Leydig de los ratones
envejecidos. Estos granulos estan ausentes en macrofagos testiculares de
ratén joven adulto. El reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi estan poco
desarrollados y hay pocas vesiculas revestidas asi como mitocondrias, que
disminuyen en niumero con la edad aunque no se modifica su ultraestructura.
En sintesis en estos macrofagos de ratdon la acumulacién de granulos de
lipofucsina se asocia con una involucion funcional. Este estudio ademas
demuestra la desaparicion de digitaciones en los macrofagos de ratones
envejecidos, apoyando la idea de que estas estructuras pueden ser la
expresion morfolégica de interacciones relacionadas con la secrecion de
testosterona, por parte de las células de Leydig. En conclusion, en el
macrofago de raton durante el envejecimiento la acumulacion de granulos de
lipofuscina esta asociada con una involucion funcional (Giannessi y cols.,
2005).

Las células mioides se localizan en la lamina propia de los tubulos
seminiferos. En el hombre esta formada por una lamina basal y varias capas
aparentemente discontinuas de células peritubulares o mioides embebidas en
fiboras de colageno. La célula mioide tiene forma alargada con pocas
proyecciones citoplasmaticas. En el citoplasma los organulos mas abundantes
son las cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias, vesiculas de
pinocitosis y uno o dos complejos de Golgi que se localizan principalmente

alrededor del nucleo (Santamaria y cols., 1992).
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Durante el envejecimiento la lamina propia aparece mas engrosada en rata,
encontrandose numerosos paquetes de fibrillas de colageno entre esta lamina
basal engrosada y la delgada membrana plasmatica de las células mioides
peritubulares (Ichiara y cols., 1993). Esto también ocurre en el hamster sirio
durante el envejecimiento, en el que también aumenta la lamina basal y hay
una mayor cantidad de tejido conectivo entre las células peritubulares y la

lamina basal (Morales y cols., 2004).

Por el contrario la célula mioide en la regresion sufre pocos cambios. El
volumen de muchas organelas no cambia y solo se observa un leve pero
significativo aumento del volumen nuclear y una ligera disminucién en el
volumen de la célula. También disminuye la cantidad de vesiculas pinociticas
con la regresion (Kurohmaru y cols., 1990). En sintesis aunque la célula mioide
tiene receptores para la testosterona hay pocos cambios ultraestructurales en
la misma durante la regresion debida al fotoperiodo corto. Algo que no sucede
en las células de Sertoli 0 en las células de Leydig que muestran cambios mas
importantes (Shina Hikim y cols., 1988Db).
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3.1.- ANIMALES

En este estudio hemos utilizado un total de 46 hamsters sirios dorados
machos (Mesocricetus auratus) distribuidos en cuatro grupos:
Primer grupo: 13 animales de 6 meses de edad (jovenes)
Segundo grupo: 8 animales de 12 meses de edad (adultos)
Tercer grupo: 7 animales de 24 meses de edad (envejecidos)
Los animales de estos tres grupos estuvieron siempre expuestos a un
fotoperiodo largo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
El cuarto grupo estaba formado por 11 animales de 6 meses de edad, a los que
se les someti0 a un fotoperiodo corto de 8 horas de luz y 16 horas de
oscuridad, regulado por un programador, de forma que estos animales tuvieron
un ciclo de luz/oscuridad durante dos meses. A todos los animales se les
proporcion6 alimentacion y agua “ad libitum” y fueron mantenidos a
temperatura constante en las instalaciones del estabulario en la Universidad de

Murcia.
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Esquema 1: Planificacion experimental de la presente tesis doctoral

13 hamsters de
6 meses

8 hamsters de
12 meses

7 hamsters de 24
meses

11 hamsters de 6 meses
sometidos a fotoperiodo
corto

Sacrificio v extracciéon de ambos testiculos

| Testiculo izauierdo |

|Testicu|o derecho |

g~ —_

Porcion procesada Fijacién en methacarn 4_l Porcion reservada | Congelado
para MET y procesamiento para en N,
microscopia de luz liquido y
mantenido
a-70°C
IH de Testosterona
[Hee || pona | | Tricrémico |7 coageno vy
- TUNEL | HSP-47 Western blot
Analisis para
ultraestructural posteriores
estudios

INDICES CELULARES Y CUANTIFICACION DE
TEJIDO CONJUNTIVO
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3.2-SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

El sacrificio se realiz6 en una cubeta desecadora con pastillas de CO; (Fig.
1A) segun la normativa vigente sobre proteccion de animales de laboratorio
(R.D. 1201/2005). Posteriormente se peso6 al animal y se abrid el escroto, para
extraer los testiculos (Fig. 1B y 1C) midiendo en cada uno de ellos su diametro
mayor y menor. Antes de iniciar el procesamiento se pesaron los testiculos por

separado.

Figurasl: A) Sacrificio del animal en una cubeta desecadora con pastillas de CO,. B) Extraccion del aparato genital

masculino del hdmster. C) Separacién del epididimo y el testiculo.

3.3-PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS (Esquema 1)

La mayor parte del testiculo izquierdo y una porciéon del derecho se
trocearon en secciones para su fijacion en methacarn (metanol: cloroformo:
acido aceético, 6:3:1) durante 8 horas y posterior realizacion de las técnicas de

microscopia de luz.

Un pequefio fragmento de cada uno de ellos se reservd para su
procesamiento segun las técnicas de microscopia electronica de transmision
(MET) y su posterior estudio ultraestructural. El resto del testiculo derecho se

congeld en Ny liquido y se guardo a -70° para futuros estudios.

3.3.1.-Microscopia de luz

Tras la fijacion en methacarn, las secciones cortadas de diversos tamafos y
de diferentes zonas se pasaron a alcohol de 50% y se deshidrataron con
concentraciones crecientes de alcohol (70%, 96%, 100%) y después de su

paso por tolueno, se sumergieron en paraplas plus toda la noche, en un
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procesador autdmatico tipo Fischer. Se hicieron los bloques de paraplas plus y
se realizaron cortes de 5 ym con un microtomo de rotacién Leitz tipo 1512.
Después de su estiramiento en agua caliente, los cortes se montaron en portas
a los que previamente se les habia depositado polilysina. Posteriormente se
realizd la técnica de tincion clasica de Hematoxilina & Eosina en 5 portas
elegidos al azar de cada uno de los animales.

3.3.1.1.-Histoquimica de proliferacién y apoptosis

3.3.1.1.1.-Técnica de deteccion de células en proliferacion (PCNA)

Para poner de manifiesto las células intersticiales que se encuentran
proliferando utilizamos la deteccién del antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA), mediante la aplicacién del anticuerpo correspondiente. Este antigeno
es una proteina de 35 kDa que forma parte de la polimerasa o, y participa de
forma activa en la regulacién del ciclo celular. En la fase de sintesis se produce
un aumento en los niveles de esta proteina a nivel nuclear. Asi, cuando
ponemos de manifiesto su presencia en los nucleos de las células, detectamos

aguellas que se encuentran en la fase G1/S o G2 del ciclo celular.

Se seleccionaron 5 secciones de 5 ym al azar del testiculo izquierdo de cada

animal y se realiz0 el siguiente protocolo inmunohistoquimico con las mismas:

a) Desparafinacion en xilol e hidratacion en una cadena de alcoholes de
concentraciones decrecientes (100%, 96%, 70%).

b) Realizar tres lavados de 5 minutos cada uno en tampén PBS (Solucion
Salina Fosfatada de Dulbecco).

c) Bloqueo de la peroxidasa endégena mediante incubacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos en solucién de peréxido de hidrégeno al
1% en PBS.

d) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

e) Incubacion con suero de conejo (Jackson Immuno Research, 60354)
1,5% en PBS durante 1 hora.

f) Tres lavados de 5 minutos en PBS.
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Incubacion en camara humeda durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario PCNA (Proliferation Cell Nuclear Antigen) (Biomeda,
V1006) diluido en PBS/BSA 1:250 al 1%.

Tres lavados de 5 minutos en PBS.

Incubacién con inmunoglobulina de conejo anti-ratén biotinilada
(Chemicon International, E0354) durante 45 minutos a temperatura
ambiente, en una solucion PBS/BSA 1:200 al 1%.

Tres lavados de 5 minutos en PBS.

Incubacién con Estreptavidina conjugada con peroxidada (DAKO,
P0397) durante 30 minutos a temperatura ambiente, diluyendo la
estreptavidina en una solucion PBS/BSA 1:300 al 1%.

Tres lavados de 5 minutos en PBS.

m) Inmersion durante 3 minutos en una solucién de TBS con H,0O, y

n)

0)

la

diaminobenzidina (DAB).

Lavado en agua destilada y contraste con hematoxilina.

Deshidratacion en alcoholes de concentraciones crecientes (70%, 96%,
100%), posteriormente aclarado en xilol y montaje de las preparaciones
con DPX.

La especificidad del proceso inmunohistoquimico se comprobé mediante

incubacion de las secciones con suero no inmune en lugar del antigeno

primario.

3.3.1.1.2.-Técnica de deteccion de apoptosis “in situ” (TUNEL)

Se

para
death detection kit, POD (Tunel reaction)]

Se

aplico el kit “TACS in situ” (R & D System, Inc., Minneapolis, MN, USA)
la deteccidn “in situ” de la muerte celular (reaccion TUNEL) [in situ cell

seleccionaron 5 secciones de 5 um al azar del testiculo izquierdo de cada

animal. Todas las muestras fueron desparafinadas con O-xilol. Posteriormente
se hidrataron en alcoholes de concentraciones decrecientes (100%, 96%, 70%)
se lavaron en agua libre de Dnasa y se transfirieron a PBS.

El protocolo de la técnica fue el siguiente:
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Incubacion de las muestras en camara humeda durante 15 minutos con
proteinasa K.

Lavado en agua libre de Dnasa

Incubacién durante 5 minutos en solucién de peréxido de hidrégeno al
3%.

Lavado en la solucion 1XTdT labelling buffer.

Incubacién con 50 pl de la solucién anterior mas 50x Mn?* (1 pl), méas
Enzyme TdT (1 pl) y 1 pl TdTANTP Mix en camara humeda a 37°
durante una hora.

Detencidn de la reaccidon con TdT stop buffer.

Lavado en PBS.

Incubacién con solucion de Estreptavidina (1 pl Estreptavidina-HRP +
750 pl blue Estreptavidina-HRP diluyente) durante 10 minutos a una
temperatura entre 18°-24° C.

Lavado en PBS.

Aplicacion de la tincién “Tacs blue label”.

Tras lavado en agua destilada, incubacion con la solucién de contraste
(Red Nuclear Fast)

Lavado en agua y deshidratacion en una cadena de alcoholes de

concentraciones crecientes (70%, 96%, 100%).

m) Lavado en O-xilol y montaje con DPX.

Durante la realizacion de la técnica se llevaron a cabo los siguientes controles:

-Un control negativo de forma que una de las muestras no fue sometida al
tratamiento con la solucion de proteinasa K.

-Un control positivo mediante la incubacion de una de las muestras con la
solucion de trabajo de la nucleasa (1pl TACS-nuclease+50ul de TACS
nuclease buffer).

-Un control no marcado, para lo cual una de las muestras no fue incubada con

TdT enzima.
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3.3.1.2.-Identificacion histoquimica de células positivas a testosterona

Se seleccionaron 4 secciones de 5 ym al azar del testiculo izquierdo de cada

animal y se realizo el siguiente protocolo con las muestras:

a) Desparafinacion en xilol e hidratacion en una cadena de alcoholes de

concentraciones decrecientes (100%, 96%, 70%).

b) Tres lavados de 5 minutos cada uno en tampén PBS.

c) Bloqueo de la perdxidasa enddégena mediante incubacion a temperatura

ambiente durante 30 minutos en solucion de peroxido de hidrégeno al 1%

en PBS.

d) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

e) Incubacion en camara humeda durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario Rabbit Anti-Testosterona (MP Biomedicals, LLC,
69351) diluido en PBS/BSA 1:250 al 1%.

f) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

g) Incubacion con inmunoglobulina de cabra anti-conejo biotinilada
(Chemicon International, AP132B) durante 45 minutos a temperatura
ambiente, en una solucion PBS/BSA 1:500 al 1%.

h) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

i) Incubacion con Estreptavidina conjugada con peroxidada (DAKO,
P0397) durante 30 minutos a temperatura ambiente, diluyendo la
Estreptavidina en una solucion PBS/BSA 1:300 al 1%.

j) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

K) Inmersion durante 3 minutos en una solucion de TBS con H,O, y
diaminobenzidina (DAB).

[) Lavado en agua y contraste con hematoxilina.

m) Deshidratacion con concentraciones crecientes de alcohol (70%, 96%,

100%), aclarado en xilol y montaje de las preparaciones con DPX.

La especificidad del proceso inmunohistoquimico se comprobé mediante
la incubacion de las secciones con suero no inmune en lugar del antigeno

primario.
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3.3.1.3.-Identificacion histoquimica de tejido conjuntivo y proteinas relacionadas

3.3.1.3.1.-Tincion de Tricromico de Masson (Kiernan., 2008)

Se seleccionaron 3 secciones de 5 um al azar de cada animal y se realiz6 el
siguiente protocolo con las muestras para poner de manifiesto el tejido

conjuntivo presente en el area intersticial y peritubular del testiculo:

a) Desparafinar y lavar los cortes en agua

b) Hematoxilina de Weigert (PANREAC) durante 5 minutos

c) Lavado abundante en agua durante 10 minutos

d) Fucsina Ponceau durante 5 minutos [Fucsina acida (Kuhlmann)
+Solucién Ponceau B.S (Kuhlmann)]

e) Dos lavados de 5 minutos cada uno en acido fosfomolibdico al 1%

f) Verde luz durante 10 minutos (Fluka AG, Buchs S.G)

g) Dos lavados en alcohol de 96°

h) Un lavado en alcohol absoluto

i) Aclarado en xilol y montaje de las preparaciones con DPX

3.3.1.3.2- Identificacion inmunohistoquimica de células que expresan Heat
Shock Protein 47 (HSP-47)

Se seleccionaron al azar 4 secciones de 5 ym de cada animal y se realizo el

siguiente protocolo:

a) Desparafinaciéon en xilol e hidratacibn en una cadena decreciente de
alcoholes (100%, 96%, 70%).

b) Dos ciclos, uno de ellos de 5 minutos y otro de 2 minutos en tampon para
desenmascaramiento de antigenos (DAKO, sc 2367) a 95° en microondas.
c) Tres lavados de 5 minutos cada uno en tampoén PBS.

d) Bloqueo de la perdxidasa endégena mediante incubacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos en una solucién de peroxido de hidrogeno al
1% en PBS.

e) Tres lavados de 5 minutos en PBS.
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f) Incubacibn en camara humeda durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario de HSP-47 (Santa Cruz Biotechnology, sc-8352)
diluido en PBS/BSA 1:100 al 1%.
g) Tres lavados de 5 minutos en PBS.
h) Incubacion con inmunoglobulina de cabra anti-conejo biotinilada
(Chemicon International, AP106B) durante 45 minutos a temperatura
ambiente, diluyendo la Estreptavidina en una solucion PBS/BSA 1:300 al
1%
1) Tres lavados de 5 minutos en PBS.
i) Incubacion con streptavidina conjugada con peroxidada (DAKO, P0397)
durante 30 minutos a temperatura ambiente, diluyendo la estreptavidina en
una solucion PBS/BSA 1:300 al 1%.
k) Tres lavados de 5 minutos en PBS.
[) Inmersiéon durante 3 minutos en una solucion de TBS con H,0, y
diaminobenzidina (DAB).
m) Lavado en agua y contraste con hematoxilina.
n) Deshidratacion en concentraciones crecientes de alcohol (70%, 96%,
100%), posteriormente aclarado en xilol y montaje de las preparaciones con
DPX.

La especificidad del proceso inmunohistoquimico se comprobé mediante
la incubacién de las secciones con suero no inmune en lugar del antigeno

primario.

3.3.1.3.3.-Técnica de deteccion inmunohistoquimica de colageno IV (a5)

Se seleccionaron al azar 4 secciones de 5 ym de cada animal y se realizé el
siguiente protocolo:

a) Desparafinacion en xilol e hidratacion en una cadena de alcoholes de
concentraciones decrecientes (100%, 96%, 70%).

b) Tres lavados de 5 minutos cada uno en tampén PBS.

c) Bloqueo de la peroxidasa enddgena mediante incubacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos en solucién de peroxido de hidrogeno al 1%
en PBS.
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d) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

e) Incubacion en cdmara humeda durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario de colageno IV policlonal de conejo (Santa Cruz
Biotechnology, sc-11360) diluido en PBS/BSA 1:50 al 1% .

f) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

g) Incubacion con inmunoglobulina de cabra anti-conejo biotinilada
(Chemicon International, AP106B) durante 45 minutos a temperatura
ambiente, diluyendo la estreptavidina en una solucién PBS/BSA 1:500 al 1%
h) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

i) Incubacion con streptavidina (DAKO, P0397) conjugada con peroxidasa
durante 30 minutos a temperatura ambiente, diluyendo la estreptavidina en
una solucion PBS/BSA 1:300 al 1%.

j) Tres lavados de 5 minutos en PBS.

K) Inmersion durante 3 minutos en una solucion de TBS con H,O; y
diaminobenzidina (DAB).

l) Lavado en agua y contraste con hematoxilina.

m) Deshidratacion en alcoholes crecientes, posteriormente aclarado en xilol
y montaje de las preparaciones con DPX.

3.3.2.-Microscopia electrénica

Los fragmentos procedentes de cada uno de los testiculos y destinados al
estudio ultraestructural, se seccionaron en fragmentos de 1mm? de espesor y
se fijaron en glutaraldehido al 3,5% en tampon cacodilato 0,1M durante 4 horas
a 4°C. Seguidamente se lavaron durante 30 minutos en una solucion de
cacodilato-sacarosa al 0,85% como paso previo a la postfijacion, que se realizd
en tetraéxido de osmio (0OsO,) al 1% en tampon cacodilato 0,1M durante 2,5
horas a 4°C. Tras un nuevo lavado en tampdn cacodilato-sacarosa, las
secciones se deshidrataron con soluciones de alcohol de concentraciones
crecientes (50%, 70%, 96%, 100%) y se incluyeron en Epon 812 (Serva,
Heidelberg, Alemania), previo paso por 6xido de propileno. Una vez obtenidos
los bloques, se realizaron cortes semifinos de 0,5-1mm de espesor con un
ultramicrotomo Reichert ultracut y se tifieron con azul de toluidina al 0,3% en

solucién acuosa.
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Seleccionada el area de estudio, se tallé el bloque y se obtuvieron secciones
ultrafinas cuyo espesor oscilaba entre 50-70nm con un ultramicrotomo Reichert
ultracut. Los cortes se recogieron en rejillas de cobre y se contrastaron con
citrato de plomo y acetato de uranilo. La observacion y la obtencion de
fotografias se realizaron en un microscopio Zeiss EM-10 CR y en un
microscopio JEOL JEM 1011.
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3.4.-ANALISIS SEMICUANTITATIVO

3.4.1.- Porcentaje de células intersticiales

En las preparaciones de H&E se calculdé el porcentaje celular de los
siguientes tipos celulares del intersticio testicular: célula de Leydig, pericito y
macrofago. Para ello se utilizo el nimero de las células contadas de cada tipo,
en un campo exclusivamente de intersticio testicular, respecto al numero total
de la suma de todos los tipos celulares multiplicando por 100 para obtener el
porcentaje. Se analizaron 25 campos en cinco secciones testiculares elegidas
al azar de cada animal. Se excluyé el contaje de la célula peritubular o mioide
ya que esta puede alterar la relacion porcentual del intersticio debido a que
podria aumentar con el envejecimiento o en el fotoperiodo corto como
consecuencia de la disminucion del didmetro del tabulo seminifero que se da
en esas situaciones, lo que podria dar lugar a un porcentaje intersticial celular
no comparable con los grupos sometidos a fotoperiodo largo de 6 y 12 meses.

Se utilizé un microscopio Leitz y el objetivo de 40x.

3.4.2.-Porcentaje de los tipos de células de Leydig

Se eligieron al azar 5 secciones de H&E de cada animal. En cada seccion se
seleccionaron 25 campos de intersticio testicular y se diferenciaron dos tipos de
células de Leydig (tipo Ay tipo B). Para calcular el porcentaje de cada tipo de
célula de Leydig se utilizé el numero total de células de Leydig de cada tipo
frente al nUmero total de células de Leydig contadas. Se consideraron células
de Leydig de tipo A las que presentraron una morfologia normal, sin signos
aparentes de deterioro o necrosis. El tipo B incluyé células de Leydig que
presentaron sintomas de deterioro que se manifiestan principalmente en el
nacleo y en la relacion de este con el citoplasma. Se utilizO un microscopio

Leitz y el objetivo de 40x.
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3.4.3.-indices celulares de proliferacion y apoptos  is

Para cuantificar la proliferacion y apoptosis celular en el intersticio testicular
se seleccionaron cuatro tipos celulares importantes del mismo: célula de

Leydig, pericito, macréfago y célula mioide.

Para la obtencion de estos indices. Se eligieron al azar cinco secciones
testiculares por animal. En cada seccion se eligieron 25 campos de intersticio
testicular entre tubulos seminiferos. Se utiliz6 un microscopio Leitz y el objetivo
de 40X.

Para cuantificar la actividad proliferativa, en cada campo de estudio se
contabilizé el nimero de células positivas a PCNA de cada tipo celular respecto
al numero total de células (positivas + negativas) de los siguientes tipos
celulares: célula de Leydig, pericito, macrofago y célula mioide, multiplicando

por 100 para determinar el porcentaje

Para cuantificar la actividad apoptotica del intersticio testicular se contabilizé
en cada campo de estudio el nimero de células TUNEL positivas frente al
namero de células totales (positivas + negativas) de cada uno de los tipos
celulares multiplicando por 100 para determinar el porcentaje.

Asi se obtuvieron los indices de proliferacion y apoptosis siguientes:

1) indice de proliferacion de células de Leydig: % de células de Leydig
positivas

2) Indice de proliferacion de pericitos: % de pericitos positivos

3) Iindice de proliferacion de macrofagos: % de macrofagos positivos

4) indice de proliferacion de células mioides: % de células mioides positivas

5) indice de apoptosis de células de Leydig: % de células de Leydig
TUNEL-positivas

6) Indice de apoptosis de pericitos: % de pericitos TUNEL-positivos

7) Indice de apoptosis de macréfagos: % de macrofagos TUNEL-positivos

8) indice de apoptosis de células mioides: % de células mioides TUNEL-

positivas

91
Esther B.F



Material Y Métodos

3.4.4.-indice de células de Leydig positivas a test  osterona.

Para la obtencion de este indice se eligieron al azar cuatro secciones
testiculares por animal. En cada seccion se eligieron 25 campos de intersticio
testicular entre tubulos seminiferos. Se utiliz6 un microscopio Leitz y el objetivo
de 40X.

Para cuantificar la expresion de testosterona se contabilizé en cada campo el
namero de células de Leydig positivas a testosterona frente al nimero de
células de Leydig totales multiplicando por 100 para determinar el porcentaje.

Se obtuvieron los siguientes indices:
1) indice de células de Leydig positivas a testosterona
2) indice de células de Leydig de tipo A positivas a testosterona

3) indice de células de Leydig de tipo B positivas a testosterona
3.4.5.- Indice de células de Leydig positivas a HSP  -47.

Se eligieron al azar 4 secciones testiculares de cada animal. En cada
seccion se estudiaron 25 campos de intersticio testicular entre tubulos
seminiferos. Se utilizd6 un microscopio Olympus BX51, una camara Olympus
DP25 y el objetivo de 60x.

Para cuantificar la expresion de HSP-47 se contabilizé en cada campo el
namero de células de Leydig positivas a HSP-47 frente al nimero de células
totales multiplicando por 100 para determinar el porcentaje.

Se obtuvo el siguiente indice:

indice de células de Leydig positivas a HSP-47.
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3.4.6.- indice de células de Leydig positivas a col ~ ageno IV (a5)

Se eligieron al azar 4 secciones testiculares de cada animal. En cada seccion
se estudiaron 25 campos de intersticio testicular entre tibulos seminiferos. Se

utilizé un microscopio Olympus BX51 y el objetivo de 60x.

Para cuantificar la expresion de colageno IV (a5) se contabiliz6 en cada
campo el numero de células de Leydig positivas a colageno IV (05) frente al
namero de células totales multiplicando por 100 para determinar el porcentaje.

Se obtuvo el siguiente indice:

indice de células de Leydig positivas a colageno 1V (a5).
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3.5.-DETERMINACION DEL VOLUMEN DE TEJIDO CONJUNTIVO
TESTICULAR

En las secciones de los grupos de estudio, se realiz0 un andlisis
morfométrico tras la tincion de Tricromico de Masson. Se utilizaron 3 secciones
al azar de cada animal y se realizé un muestreo de 15 campos/seccion con un

objetivo de 20x.

Para ello se utiliz6 un programa especifico denominado cell D (Olympus).
Este programa cuantificoO el area ocupada por tejido conjuntivo. Para ello se
captaron las imagenes con una camara Olympus DP25 insertada en un
microscopio Olympus BX51. El tejido conjuntivo tras esta tincion es de color
verde a diferencia del resto de tejido que es de color lila por el contraste con
hematoxilina. La realizacion de la determinacion del volumen fue
semiautomatica. Se selecciond el color verde y el programa midié
automaticamente la densidad de area del campo que tiene ese color
seleccionado frente al area total de referencia. A continuacion de manera
manual se elimind la zona de tejido peritubular para poder calcular la densidad
de éarea intersticial. Se oper6 de la misma manera para el calculo de la
densidad del area peritubular, pero en este caso eliminando la zona de tejido
intersticial. El volumen total de tejido conjuntivo intersticial o peritubular se
calculd multiplicando la densidad de éarea intersticial o peritubular por el
volumen testicular (V=4/3-r*-r*-F).
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3.6.-ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 contrastes de igualdad de medias mediante analisis de varianza de
dos vias. En aquellos casos en que se comprobé diferencia entre medias, se
completé el andlisis mediante la realizacion de los tests estadisticos de DMS y
Bonferroni, teniendo en cuenta el niumero total de animales y el numero de
componentes de cada uno de los grupos. Para la realizacion de esta tarea se
contd con la colaboracion de la Unidad Docente de Bioestadistica de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia.
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Resultados

4.1.-RESULTADOS CUALITATIVOS

4.1.1.-Microscopia de luz convencional

4.1.1.1.-Animales jovenes, adultos v envejecidos (6, 12 v 24 meses)

El intersticio testicular esta localizado en el espacio que delimitan los tabulos
seminiferos. En el hamster sirio esta formado por pequefios vasos sanguineos
alrededor de los cuales se distribuyen grupos de células de Leydig, un pequefio
namero de macrofagos y otras células intersticiales principalmente pericitos y
fibroblastos. Todas ellas estan rodeadas por un laberinto de sinusoides
linfaticos irregulares (Fig. 1A, 1B, 1C).

El tejido intersticial de los animales de 6, 12 y 24 meses no presenta
diferencias histolégicas importantes y se caracteriza por su abundante
celularidad (Fig. 1B, 1D y 1E). En todas las imagenes de microscopia de luz la
célula mayoritaria observada es la célula de Leydig. Habitualmente estas se
dispone en pequefios grupos alrededor de los vasos sanguineos, aunque se
pueden localizar junto a la pared tubular (Fig. 1D, 1E, 1F, 1G, 1H). Las células
endoteliales que revisten la pared de los vasos sanguineos tienen un nucleo

aplanado y curvo para adaptarse a la forma tubular del vaso (Fig. 1B).

Tras la observacion detenida de las células de Leydig que se encuentran en

el intersticio en las secciones histolégicas estudiadas hemos diferenciado
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morfol6égicamente dos tipos de células de Leydig que hemos denominado tipo
Ay tipo B. La célula de tipo A es mas grande y presenta una forma poliédrica,
con abundante citoplasma, el ndcleo suele ser eucromatinico mas o menos
esférico y de escasa basofilia. El tamafio de la célula puede variar pero no su
morfologia (Fig. 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G, 2H). Las células de Leydig de tipo
B suelen ser de menor tamafio. Su citoplasma es escaso y su nucleo es
marcadamente irregular y casi picnético (Fig. 3A, 3B, 3C, 3D, 3E, 3F). Estos
dos tipos celulares se observan en los animales de 6, 12 y 24 meses, siendo
aparentemente la célula de Leydig de tipo A la mas abundante en los tres
grupos (Fig. 2B, 2C, 2D, 3E). La localizacibn de ambos tipos de células de
Leydig tanto alrededor de los capilares sanguineos como cerca de la pared de

los tubulos seminiferos es similar en todos los animales (Fig. 2A, 2E, 3C,3E).

En la pared de los tubulos seminiferos se encuentran las células mioides que
por su localizacion peritubular 'y morfologia fusiforme se identifican facilmente
(Fig. 1G, 2B, 3A).

En la pared de los capilares sanguineos, rodeando externamente a las
células endoteliales estan los pericitos que se caracterizan habitualmente en
las secciones por tener un nucleo alargado ligeramente curvado con abundante

heterocromatina y poco citoplasma (Fig. 2F, 3E).

En los cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina, de animales jovenes,
adultos y envejecidos se puede apreciar mejor las caracteristicas morfologicas
de los diferentes tipos celulares observados en las tinciones de H&E. Se
diferencian los dos tipos de células de Leydig descritos anteriormente. En el
citoplasma de la célula de Leydig de tipo A se aprecian gotas lipidicas y un
ndcleo eucromatinico (Fig. 4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 4F). Las células de Leydig de
tipo B tienen menor cantidad de citoplasma y muestran algunos sintomas de

necrosis celular y acimulos de heterocromatina en su nacleo (Fig. 4A, 4D).

Los macréfagos también se encuentran en el intersticio testicular pero su
identificacion con el microscopio de luz en las secciones de H&E es dificil salvo

que exhiban indicios obvios de actividad fagocitica, es decir material
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incorporado visible dentro de su citoplasma. Los macréfagos se diferencian de
los demas tipos celulares porgue en su citoplasma hay numerosos granulos
densos que se tifien con el azul de toluidina. Su nucleo es eucromatico (Fig.
4A, 4B, 4E). Aunque la identificacion de estas células se realiza mejor en las
secciones inmunohistoquimicas, utilizadas para el contaje de células positivas
al antigeno celular de proliferacion nuclear, ya que los granulos que el
macrofago posee en su citoplasma se tifien inespecificamente con la

diaminobencidina utilizada en esta técnica.

Las células mioides en esta especie como en otros roedores se distribuyen
en una sola capa en la pared del tabulo seminifero, su morfologia fusiforme
esta adaptada a la forma tubular. La pared tubular rodea a los tubulos y dentro
de ella estan las células mioides que en la secciones aparecen con un delgado
citoplasma que es mas grueso en la zona donde se encuentra el nucleo (Fig.
3A, 3F, 4A, 4B, 4D).

4.1.1.2.-Animales sometidos a fotoperiodo corto

Como ya es conocido, los testiculos de animales sometidos a fotoperiodo
corto se caracterizan por una marcada disminucion de volumen, mostrando una
importante reduccion tanto del tamafio del diametro del tibulo seminifero, como
del volumen del intersticio testicular (Fig. 5A, 5B). Una de las alteraciones que
tiene lugar en el intersticio testicular mas evidente como consecuencia de la
disminucién anteriormente mencionada es un aumento visual del numero de
células intersticiales por area. Las células mioides parecen mas numerosas en
la pared del tibulo como consecuencia de la disminucion del diametro tubular
(Fig. 5A, 5B).

Las células de Leydig presentan menor tamafio por reduccion de la cantidad
de citoplasma y del volumen del nucleo sin observarse alteraciones celulares
importantes (Fig. 5B). En estos animales no hemos podido diferenciar los dos
tipos de células descritas en los animales sometidos a fotoperiodo largo, ya que
todas las células de Leydig presentan caracteristicas similares cuando las

observamos con microscopia de luz.
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En los cortes de semifinos de animales con testiculo totalmente regresado se
observa un aumento por area de vasos y agrupaciones de células, la mayoria
son ceélulas de Leydig con caracteristicas similares a las descritas
anteriormente sin ninguna alteracion celular relevante, y como hemos indicado
con una disminucion del tamafio de la célula (Fig. 5C). Los macréfagos
presentan las caracteristicas tipicas descritas anteriormente en los animales de
6, 12 y 24 meses. Su nucleo aparece con forma arrifionada y con un citoplasma

lleno de granulos densos (Fig. 5D).
4.1.2.-Analisis cualitativo de la proliferacién cel  ular.

Mediante el uso de la técnica de deteccién de PCNA se estudi6 la actividad
proliferativa del intersticio testicular. Las células PCNA positivas fueron

identificadas por presentar un nucleo de color marron.

4.1.2.1.-Animales jovenes, adultos y envejecidos (6, 12 y 24 meses)

En los animales de 6 meses se observé actividad proliferativa en el
compartimento del tabulo seminifero y en el intersticio testicular, tanto en las
células de Leydig como en los pericitos (Fig. 6A). En los animales de 12 meses
y 24 meses también se observé actividad proliferativa en los dos

compartimentos testiculares. (Fig. 6B, 6C, 6D).

4.1.2.2.- Animales sometidos a fotoperiodo corto

Se observan células positivas al antigeno nuclear de proliferacion celular en

el intersticio testicular y en el epitelio seminifero (Fig. 6E)

4.1.3.-Andlisis cualitativo de las células apoptéti  cas

La actividad apoptotica se estudié mediante la técnica de TUNEL. Las células

TUNEL positivas tienen el nucleo de color azul-negro.
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4.1.3.1.-Animales jovenes, adultos y envejecidos (6, 12 v 24 meses)

Se observaron células apoptéticas en los diferentes tipos de células
germinales en el epitelio seminifero principalmente espermatogonias y
espermatocitos (Fig. 7A, 7D). En el intersticio testicular también habia células
de Leydig, pericitos y células mioide TUNEL positivas tanto en animales
jovenes como adultos (Fig. 7A, 7C, 7D). En animales envejecidos se
observaron células TUNEL positivas en el intersticio testicular como pericitos
(Fig. 7B).

4.1.3.2.- Animales sometidos a fotoperiodo corto

No se observo actividad apoptética en el intersticio testicular de animales con
testiculo regresado totalmente a diferencia de lo que ocurre en el tdbulo
seminifero (Fig. 7E).

4.1.4- Analisis cualitativo de las células de Leyd ig productoras de la

hormona testosterona.
Las células de Leydig positivas a la hormona testosterona mostraron un
citoplasma de color marron aunque no todas las células de Leydig fueron

positivas.

4.1.4.1.- Animales jovenes, adultos y envejecidos (6, 12 y 24 meses)

Se observaron células positivas a la hormona testosterona en los dos tipos (A
y B) de células de Leydig descritas anteriormente en animales de 6 y 12
meses, siendo mas frecuente ver células de Leydig positivas de tipo A (Fig. 8A,
8B, 8C, 8D). Las células de tipo B presentaron un citoplasma positivo pero la
intensidad del color marrén fue menor que la observada en las células de tipo A
(Fig. 8B, 8E). Aligual que en animales jovenes y adultos, encontramos los dos
tipos de células de Leydig positivos a testosterona en animales envejecidos

siendo aparentemente mas abundantes las de tipo A (Fig. 8F).
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4.1.5.-Andlisis cualitativo del tejido conjuntivo ( Tricromico de Masson)

4.1,5.1.-Animales jovenes, adultos, envejecidos (6, 12 v 24 meses) y sometidos

a fotoperiodo corto.

En la seccion testicular de todos los animales estudiados podemos observar
el tejido conjuntivo laxo tefiido de color verde debido a la tincién con Tricrédmico
de Masson. La distribucion de este tejido es similar en todos los animales y se
localiza alrededor de los tubulos seminiferos en la pared tubular y en el
intersticio testicular (Fig. 9A, 9B, 9C, 9D, 9E y 9F).

4.1.6.-Analisis cualitativo de células productoras de HSP-47

Las células de Leydig positivas a HSP-47 mostraron un citoplasma de color

marron.

4.1.6.1.-Animales jovenes, adultos y envejecidos (6, 12 y 24 meses)

Se observaron células de Leydig positivas a la proteina HSP-47 en todos los
animales estudiados (Fig. 10A, 10B, 10C).

4.1.6.2.-Animales sometidos a fotoperiodo corto

Se observaron células de Leydig positivas a la proteina HSP-47 (Fig. 10D).

4.1.7.-Andlisis cualitativo de colageno IV ( ab)

4.1.7.1.-Animales jovenes, adultos, envejecidos (6, 12 v 24 meses)

Las células de Leydig positivas a colageno IV (a5) mostraron un citoplasma
de color marrén (Fig. 11A, 11B, 11C, 11D, 11E). También se observé una débil
positividad en la pared tubular (Fig. 11B, 11C).
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4.1.7.2.-Animales sometidos a fotoperiodo corto

Se observaron células de Leydig positivas a colageno IV (a5) en el intersticio

testicular de estos animales (Fig. 11F).

4.1.8.-Microscopia electrénica de transmision

4.1.8.1.- Animales jovenes, adultos y envejecidos (6, 12 y 24 meses)

El intersticio testicular situado entre los tabulos seminiferos en los animales
de 6 y 24 meses no muestra alteraciones ultraestructurales significativas. Esta
formado por tejido conjuntivo laxo con vasos sanguineos alrededor de los
cuales se agrupan las células de Leydig, pericitos y macréfagos (Fig. 12A,
12B).

Las células de Leydig tienen abundante reticulo endoplasmatico liso que se
distribuye por todo el citoplasma en forma de cisternas o tubulos cortos (Fig.
13B, 13C, 13E) o en largas cisternas paralelas y dispuestas concéntricamente
(Fig. 13D). El reticulo endoplasmatico rugoso es menos abundante y esta
formado por pequefias vesiculas distribuidas por todo el citoplasma (Fig. 13C,
13E). Las mitocondrias son numerosas de tamafo variable y pueden ser
filamentosas o redondeadas y con crestas tubulares, se localizan por todo el
citoplasma (Fig. 13A, 13B, 13C) aunque en ocasiones se suelen agrupar en las
proximidades del nucleo (Fig 13E, 13F). El aparato de Golgi esta bien
desarrollado en esta especie y se localiza por todo el citoplasma, los
dictiosomas estan formados por 3 6 4 cisternas paralelas aplanadas, cortas y
ligeramente curvadas, rodeadas de pequefias vesiculas (Fig. 13C). En algunas
células de Leydig podemos encontrar en el citoplasma granulos de lipofuscina
(Fig. 13A) y vacuolas (Fig. 13F).

La membrana plasmatica de la célula de Leydig es irregular, con numerosas
prolongaciones a traves de las cuales establecen contacto mediante
interdigitaciones y uniones comunicantes (GAP) con otras células de Leydig
(Fig. 14A, 14B, 14C, 14D, 14E). Muestran membrana basal discontinua en
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forma de fragmentos o pequefios acumulos siempre cercanos a la superficie de
la célula de Leydig (Fig. 15A, 15B, 15C).

En los tres grupos estudiados observamos ademas otras células de Leydig
con signos de degeneracion celular (Fig. 16A, 16B, 16C, 16D, 16E, 16F). Las
células son electrolicidas de menor tamafio y en su citoplasma hay menor
cantidad de mitocondrias (Fig. 16B) y aumenta el nimero de lisosomas en ellas
(Fig. 16B, 16D, 16F).

Como caracteristica especial, este tipo de células tienen su citoplasma
vacuolizado. En las imagenes se observa el deterioro progresivo de menor a
mayor extension en la célula de Leydig (Fig. 16B, 16D, 16F). En las células que
tienen mayor grado de degeneracion se rompe la membrana plasmatica pero el
contenido citoplasméatico permanece aun unido (Fig. 16F). El nucleo de estas
células presenta cambios caracterizados por signos necrgticos. Inicialmente el
nacleo es eucromatico (Fig. 16A) y progresivamente aumenta la
heterocromatina formando acumulos por todo el nucleo (Fig. 16C). En un
estado mas avanzado de degeneracién, el nicleo muestra una morfologia mas

irregular y con numerosos acumulos de cromatina (Fig. 16E, 16F).

Los pericitos son células que estan asociadas a los capilares sanguineos y
su lamina basal est4 fusionada con la de las células endoteliales, tienen forma
mas o menos alargada y pueden emitir prolongaciones. Su citoplasma es

escaso y con pocas organelas (Fig. 17A, 17B).

Los macrofagos se caracterizan por presentar numerosas prolongaciones
citoplasmaticas y un nucleo ligeramente arrifionado y heterocroméatico. En el
citoplasma hay lisosomas y cuerpos residuales y las mitocondrias son escasas
(Fig. 18A, 18B, 18C). Las uniones entre macréfagos y células de Leydig tienen
lugar a través de proyecciones citoplasmaticas procedentes de las células de
Leydig localizadas en invaginaciones citoplasmaticas de los macrofagos (Fig.
19A). Se observa con frecuencia simples contactos entre las membranas de
las células de Leydig y macrofagos en zonas en las que ambas estan

desprovistas de prolongaciones (Fig. 19B, 19C, 19D).
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Las células mioides forman parte de la lamina propia que rodea los tubulos
seminiferos. Son células fusiformes con una zona central mas gruesa que
contiene al nucleo. En el citoplasma son abundantes los filamentos y las
vesiculas de pinocitosis. (Fig. 20A, 20B, 20C, 20D y 20E). Con la edad el peffil
de la célula se hace irregular junto con su membrana basal (Fig. 20D).

4.1.8.2.-Animales sometidos a fotoperiodo corto

La distribucion de las células en el intersticio testicular de estos animales es
similar a la de los animales sometidos a fotoperiodo largo, pero con la
diferencia de que al disminuir el volumen testicular aparecen mas cantidad de
células por area. Las células de Leydig disminuyen de tamafio y su citoplasma
es escaso y mas electrodenso (Fig. 21A, 21B). El nucleo es mas pequefio,
heterocromatico y con numerosas indentaciones profundas que le dan un
aspecto lobulado (Fig. 21B, 21C y 21E) como consecuencia de la disminucién
de tamafno. Las mitocondrias filamentosas o redondeadas con crestas
tubulares, son abundantes y mas electrodensas y el reticulo endoplasmatico
liso esta poco desarrollado (Fig. 21D, 21E).

Las células muestran prolongaciones citoplasméticas y siguen presentando
contactos entre ellas, aunque no se observan uniones GAP (Fig. 21E, 21F).
Suelen aparecer acumulos de colageno con restos de membrana basal

alrededor de las células de Leydig (Fig. 21D).

Los macrofagos también disminuyen de tamafio pero su ultraestructura es
similar a la de los macréfagos encontrados en animales no regresados (Fig.
22A), sin embargo no se observan proyecciones citoplasmaticas de la célula de

Leydig en invaginaciones de los macréfagos.

En la pared del tubulo seminifero se encuentran las células mioides de
contorno irregular por la disminucién del diametro tubular con un patron mas
uniforme. El ndcleo es indentado y en el citoplasma se encuentran pequefios

grupos de vesiculas cerca de la membrana plasmatica (Fig. 22A, 22B). Se
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observan también restos de fibras de colageno proximas a la célula mioide (Fig.
22A y 22B). Entre la célula mioide y el epitelio seminifero se aprecia el
engrosamiento de la capa de tejido conjuntivo de la lamina propia del tabulo
(Fig. 22A, 22B).
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Figura 1. A-H) Secciones de testiculo que muestran la organizacion del intersticio testicular
y los diferentes tipos celulares que lo forman en el hamster Sirio dorado (Mesocricetus
auratus). Teflidas con hematoxilina eosina. A-E) Secciones testiculares de animales de 6
meses. A-B) Se observa la localizacion central del intersticio testicular entre el espacio que
forman los tubulos seminiferos. Las células se disponen alrededor de un vaso sanguineo en
cuya pared se ohserva una célula endotelial (asterisco), pericito (flechas gruesas), células
de Leydig (flecha fina). C-E) Las células de Leydig del intersticio testicular adoptan una
localizacion mas cercana al tubulo seminifero. Células de Leydig (flecha fina) y células
mioides (flecha hueca). F-G) Intersticio testicular de animal de 12 meses donde se observan
celulas de Leydig (flecha fina) y célula miocide (flecha hueca). H) En el intersticio testicular de
un animal de 24 meses también se observan las células de Leydig (flecha fina) como tipo
celular predominante con una morfologia similar a las encontradas en animales de 6 y 12
meses . Pericitos (flecha gruesa). A) X200; B) X400 C) X400; D) X200; E) X400 ; F) X200;
G) X500; H) X400.
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Figura 2. Intersticio testicular de animales de 6 meses (A-C), 12 meses (D-G) y 24 meses
(H). Tefidas con hematoxilina eosina. A-C) Las celulas de Leydig (flecha fina) de tipo A
tienen abundante citoplasma y su nlcleo muestra escasa basofilia. Las células mioides
(flecha hueca) se situan en la pared del tdbulo seminifero. Las células endoteliales
(asterisco) se localizan en la pared de los vasos sanguineos. D-G) En los animales de 12
meses también encontramos células de Leydig de tipo A (flecha fina), pericito (punta de
flecha) y células mioides (flecha hueca). H) Célula de Leydig de tipo A en animales de 24
meses (flecha fina). A) X400; B) X1000; C) X1000 ; D) X400; E) X600; F) X1300; G) X1000;
H) X1000.
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Figura 3. A-F) Secciones de intersticio testicular de animales de 6 meses (A-C), 12 meses
(D-E) v 24 meses (F). Tefiidas con hematoxilina eosina. A-F) Células de Leydig de tipo A
(flecha fina) con un nucleo grande y abundante citoplasma, al lado células de Leydig de tipo
B (flecha gruesa) con morfologia nuclear deteriorada y de menor tamafio. Células mioides
(flecha hueca). Pericito (punta de flecha). A) X1000; B) X1300; C) X500; D) X400 : E) X500
; F) X1000.
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Figura 4. Cortes semifinos de intersticio testicular de animales de 6 meses (A-B), 12
meses (C-D). 24 meses (E-F) tefiidos con azul de toluidina. A-D) Se observan los
diferentes tipos celulares del intersticio testicular: macrofago (punta de flecha) con
abundantes granulos densos en su citoplasma, células de Leydig de tipo A (flecha fina)
de forma poliédrica y con abundante citoplasma que contiene gotas lipidicas y célula de
Leydig de tipo B (asterisco). En la pared tubular hay células mioides (flecha hueca). E-F)
En animales de 24 meses se observan células de Leydig de tipo A (flecha fina) con
morfologia similar a las que aparecen en animales de 6 y 12 meses. Macrofago (punta
de flecha). A) X1000; B) X1000; C) X1000; D) X1000; E) X1000; F) X1000.
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Figura 5. Intersticio testicular de animales sometidos a fotoperiodo corto con testiculo
totalmente regresado. A-B) Aumento por area del numero de células de Leydig (flecha fina)
teflidas con H&E y celulas mioides (flecha gruesa). C-D) Semifino del intersticio testicular
tefiido con azul de toluidina donde observamos células de Leydig (flecha fina) con morfologia
normal pero de menor tamafio, por disminucién tanto de la cantidad de citoplasma como del
nucleo y macréfagos (puntade flecha). A) X200; B) X400; C) X1000; D) X1000.
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Figura 6. Células intersticiales PCNA positivas en hamsters de 6 meses
(A), 12 meses (B-C), 24 meses (D) y sometidos a fotoperiodo corto (E).
Contrastadas con hematoxilina. A-E) Células de Leydig PCNA positivas
(flecha fina). Pericitos PCNA positivos (punta de flecha). A) X400 : B)
X400; C) X400; D) X400; E) X600.
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Figura 7. Deteccion “in situ” de células intersticiales en apoptosis en hamsters de 6 meses
(A y C), 12 meses (D) y 24 meses (B) y sometidos a fotoperiodo corto (E). A-E) Célula de
Leydig TUNEL positiva (flecha fina). Pericito TUNEL positivo (punta de flecha). Célula
mioide TUNEL positiva (flecha hueca). Espermatocito TUNEL positivo (flecha gruesa) (A) y
espermatogonia TUNEL positiva (lecha gruesa) (D). En animales con testiculo regresado
(E) no se observan células TUNEL positivas en el intersticio testicular a diferencia de lo que
ocurre en el epitelio seminifero, espematocitos TUNEL positivos (flecha gruesa). A) X400;
B) X400; C) X700; D) X400; E) X400
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Figura 8. Deteccion inmunohistoquimica de testosterona en el intersticio testicular de
hamsters de 6 meses (A-B), 12 meses (C-E) y 24 meses (F). Contrastadas con
hematoxilina. A-F) Cualitativamente se observa mayor numero de células de Leydig
de tipo A positivas a testosterona (citoplasma marrén) (flecha fina). B y E) Células de
Leydig de tipo B positivas a testosterona con menor intensidad de color en su
citoplasma y con un nucleo mas pequefio y denso (flecha gruesa). A) X400; B) X800;
C) X800; D) X800; E) X800; F)X800.
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Fig. 9. Intersticio testicular tefiido con la tincion de Tricrémico de Masson de hamsters de 6
meses (A), 12 meses (B y C), 24 meses (D y E) y animales sometidos a fotoperiodo corto (F).
A-F) El tejido conjuntivo se tifie de color verde y se observa en el intersticio testicular (flecha)
y en la pared de los tubulos seminiferos (punta de flecha). A-F) X20.
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Figura 10. Deteccion de HSP-47 en la célula de Leydig de hamsters de 6 meses (A), 12 meses (B), 24
meses (C) y sometidos a fotoperiodo corto (D). A-D) Se observa la positividad de las celulas de Leydig a
HSP-47 por su citoplasma de color marrén (flecha). A) X400; B) X400; C) X600; D) X600.
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Figura 11. Deteccion de colageno IV (u5) en el intersticio testicular de hamsters de 6
meses (A), 12 meses (B. C y E), 24 meses (D) y sometidos a fotoperiodo corto (F). A-F)
Las células de Leydig positivas a colageno IV (u3) presentan un citoplasma de color
‘marrén (flecha fina). También se observa una deébil positividad en la pared tubular (punta
de flecha). A) X648; B) X400; C) X400; D) X200; E) X648; F) X600.
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Figura 12. A) Ultraestructura del intersticio testicular de un animal de 6 meses. Las células de
Leydig (LC) forman agrupaciones que rodean a los vasos sanguienos revestidos por células
endoteliales (E) y pericitos (P) . B) Intersticio testicular de un animal de 24 meses. La
organizacion celular es similar a la de 6 meses. Ceélulas de Leydig (LC) con vacuolas lipidicas en
su citoplasma (asterisco), macréfago (M) y células endoteliales (E) que revisten la luz del vaso
sanguineo. A) X3150; B) X2500.
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Figura 13. Detalle del citoplasma de célula de Leydig de animales de 24 meses (A, B, C, D
y F) y 6 meses (E). A-F). Se observa abundante reticulo endoplasmatico liso (flecha fina) en
forma de cisternas largas y paralelas y pequefios tubulos cortos. Las mitocondrias (m) son
filamentosas o redondeadas y pueden estar dispersas por todo el citoplasma (A-C) o en las
proximidades del nucleo (E y F). Vacuolas (asterisco negro). Aparato de Golgi (punta de
flecha), reticulo endoplasmatico rugoso (flecha gruesa) y granulos de lipofucsina (asterisco
blanco). A) X3150; B) X7500; C) X7000; D) X4000; E) X4000; F) X4000.
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Figura 14. A-F) Ultraestructura de células de Leydig de animales de 24 meses. Se
observan prolongaciones de la membrana plasmatica que establecen contacto con
la membrana plasmatica de otra célula de Leydig mediante interdigitaciones (flecha
gruesa) (A) asi como uniones GAP (cuadrados) (A y C) y detalles en (B, D y E)
(flecha fina) (B) entre las membranas citoplasmaticas de dos células de Leydig
contiguas y contactos entre célula de Leydig y macréfago (flecha hueca) (C) . A)
x3150; B) X8100; C) X2500; D) X5147; E) X4642.

Esther B.F

135



Resultados

136
Esther B.F



Resultados

Figura 15. A-C) Ultraestructura de células de Leydig de animales de 24 meses. Se
observan pequefios fragmentos de membrana basal entre las células de Leydig

(asterisco) o limitando la membrana plasmatica (flecha fina). A)X8000; B)X8000; C)

X8000.
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Figura 16. Ultraestructura de células de Leydig que muestran un deterioro
progresivo en animales de 6 meses. A-B) La degeneracion se inicia en la
periferia del citoplasma que presenta vacuolizaciéon (punta de flecha
hueca). El nimero de mitocondrias (m) disminuye y se observan lisosomas
(ly) y restos de membrana basal (mh). C-D) El grado de vacuolizacion es
mayor (punta de flecha). E-F) La membrana plasmatica ha desaparecido y
el citoplasma esta mas vacuolizado (punta de flecha hueca). El nucleo (N)
tiene numerosos acumulos de cromatina. A) X2500; B) X7500; C) X2500;
D) X7500; E) X2500; F) X7500.
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Figura 17. A) Pericito en el intersticio testicular de
animales de 6 meses. B) Pericito en el intersticio
testicular de animales de 24 meses. A-B) Localizacidn
perivascular de los pericitos rodeados por lamina basal
(flecha). Nucleo cortado transversalmente o curvo (N)
adaptandose a la forma tubular del vaso. La cantidad de
citoplasma que presenta este tipo celular es pequefia. A)
X5000; B) X5000.
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Figura 18. A-C) Ultraestructura de los macréfagos en animales de 24 meses. Se puede
apreciar el nucleo (N) ligeramente arrifionado. En el citoplasma, hay lisosomas (ly),
cuerpos residuales (r), lipidos (I) y escasas mitocondrias (m). Las prolongaciones
citoplasmaticas unen a los macroéfagos entre si (flecha fina). Hay contactos con las
células de Leydig proximas (flecha gruesa) . A) X4000; B) X4000; C) X2500.
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Figura 19. A-D) Células intersticiales de hamster de 24 meses. La union entre el
macroéfago (M) y la célula de Leydig (LC) tiene lugar a través de contactos de la
membrana plasmatica y proyecciones citoplasmaticas procedentes de las células de
Leydig que interdigitan con las invaginaciones citoplasmaticas de los macréfagos
(flecha fina). Contactos membrana-membrana entre dos células de Leydig (flecha
gruesa). A) X4000; B) X9000; C) X9000; D) X5000.
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Figura 20. Ultraestructura de la célula mioide en animales de 6 meses (A. B,Cy E) y
24 meses (D). La célula mioide () tiene un nucleo (N) alargado, adaptado a la pared
tubular y en posicion central (flecha gruesa) (A). En la delgada franja de citoplasma hay
vesiculas de pinocitosis (flecha fina) (A y B). Junto a la célula miocide se pueden
ohservar interdigitaciones entre un macréfago (M) y una célula de Leydig (LC)
(asterisco) (C). La membrana basal recubre toda la superficie de la célula (flecha) (E).
En animales envejecidos la membrana basal se hace mas irregular (D). A) X8333; B)
X8333; C) X7900; D) X8000; E) X7900.
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Figura 21. A-F) Ultraestructura de la célula de Leydig en animales sometidos a fotoperiodo
corto con testiculo totalmente regresado. A-B) Se aprecia un mayor numero de células de
Leydig (LC) por area, su tamafio es menor. Estas células se agrupan alrededor de los vasos
sanguineos en cuya pared estan las células endoteliales (E) y los pericitos (P) cuya
morfologia es similar a la observada en los animales no regresados. El nucleo (N) de la
célula de Leydig aparece lobulado con la cromatina mas condensada (C, D y E). C y D) Se
observan restos de membrana basal (asterisco) y fibras de colageno (flecha hueca) en la
matriz extracelular. En el citoplasma de la célula de Leydig se encuentran mitocondrias (m),
lisosomas (ly) y cuerpos resicduales (r). Las ceélulas de Leydig muestran prolongaciones
citoplasmaticas aisladas (punta de flecha) (E) y contactos entre ellas (flecha gruesa) (F). A)
X2500; B) X2500; D) X7500; E) X3500; F) X4183.
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Figura 22. Intersticio testicular de animales sometidos a fotoperiodo corto. A-B) Células
mioides (Y) rodeando al tubulo seminifero, mostrando un perfil ondulado. El nucleo (N) es
indentado y los organulos celulares se agrupan en los extremos del citoplasma ( flecha
hueca). Restos de colageno (asterisco) Macrofago (M). Engrosamiento de la [amina propia
(flecha doble). A) X5108; B) X5108.
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4.2.-RESULTADOS SEMICUANTITATIVOS

4.2.1.-Porcentaje de células intersticiales

El porcentaje de células en animales de 6 meses fue: células de Leydig
(74.82+1.59), pericitos (24.25%1.63), macrofagos (0.91+0.29). En animales de
12 meses: células de Leydig (78.04+1.59), pericitos (20.13+1.63), macréfagos
(1.82+0.29). En animales de 24 meses: célula de Leydig (71.63+1.70), pericitos
(26.99£1.74), macrofagos (1.374£0.31). En animales con testiculo regresado
fue: células de Leydig (82,46+0,68), pericitos (16,29+0,75), macrofagos
(1,21+0,19).

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje celular de pericitos
en animales de 12 y 24 meses, siendo este ultimo mayor (p<0,05). También
hubo diferencias significativas en el porcentaje de pericitos entre animales con
testiculo regresado y animales de 24 meses, siendo este mayor (p<0,05)
(Tabla 1y Gréfica 1).

Se observaron diferencias significativas entre todos los tipos celulares y estas
diferencias varian con la edad (p<0.05) (Tabla 1 y Grafica 1). Siendo las células
de Leydig las mas abundantes significativamente en los tres grupos, seguida
de los pericitos y por ultimo los macréfagos (p<0.05). Este orden se mantuvo

en todas las edades y en el testiculo regresado (Tabla 1 y Grafica 1).
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Tabla 1. Valores medios de la relacion porcentual de pericitos, células de Leydig y macrofagos en animales

de 6, 12, 24 meses y animales con testiculo regresado.

6 MESES 12 MESES 24 MESES REGRESADO

Porcentaje celular de pericitos 124,25+1,63 *%20,13+1,63 "©726,99+1,74 *'°16,29+0,75
Porcentaje celular de células de Leydig 274,82+159 °78,04+1,59 °71,63+1,70 ''82,46+0,68
Porcentaje celular de macréfagos %0,01+0,29  °1,82+0,29  °1,37+0,31  '%1,21+0,19

Gréfica 1. Relacion porcentual de pericitos, células de Leydig y macréfagos en animales de 6,

12, 24 meses y animales con el testiculo totalmente regresado.
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2PDiferencias significativas en el porcentaje celular de pericitos entre animales de 12 y 24 meses
(p<0,05)
“IDiferencias significativas en el porcentaje celular de pericitos entre animales de 24 meses y

animales con testiculo regresado (p<0,05).

L23piferencias significativas entre el porcentaje de pericitos, células de Leydig y macréfagos en

animales de 6 meses (p<0,05).

**®Diferencias significativas entre el porcentaje de pericitos, células de Leydig y macrofagos en

animales del2 meses (p<0,05).

"89Diferencias significativas entre el porcentaje de pericitos, células de Leydig y macrofagos en

animales de 24 meses (p<0,05).
101L2hiferencias significativas entre el porcentaje de pericitos, células de Leydig y macréfagos en

animales con testiculo regresado (p<0,05).
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4.2.2.-Porcentaje de los tipos de células de Leydig observ  adas: Ay B.

Para el porcentaje de células de Leydig de tipo A los valores medios fueron:
86,51+0,94 (6 meses), 87,82+2,00 (12 meses), 94,41+2,41 (24 meses). Los
valores medios del porcentaje de células de Leydig de tipo B fueron:
13,46+0,94 (6 meses), 11,98+1,99 (12 meses), 5,56+2,40 (24 meses).

Se observaron diferencias significativas entre el porcentaje celular de las
células de Leydig de tipo A y el porcentaje celular de las células de tipo B en
los tres grupos estudiados siendo siempre menor el porcentaje de células de
Leydig de tipo B (p<0,05) (Tabla 2 y Gréfica 2).

Tabla 2: Valores medios del porcentaje de células de Leydig de tipo A y de tipo B en animales

de 6, 12 y 24 meses.

6 MESES 12 MESES 24 MESES

TIPOA '86,51+0,94 187,82+2 '94,4142,41

TIPOB  %13,46+0,94 211,98+1,99 5 56+2,4

Gréfica 2: Porcentaje de células de Leydig de tipo Ay B en animales de 6, 12 y 24 meses.
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!2Diferencias significativas entre el porcentaje de células de Leydig de tipo A y el porcentaje de

células de Leydig de tipo B para los tres grupos de animales estudiados (p<0,05)
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4.2.3.-indice de la actividad proliferativa (PCNA p ositivo) de células

intersticiales: célula de Leydig, pericito y célula mioide.

Para el indice de proliferacion los valores medios obtenidos fueron: células
de Leydig (IP.): 5.50+1.74, pericitos (IPp): 11.82+0.81, células mioides (IPy):
0.6+0.36 en animales de 6 meses. IP.: 4.34+0.79, IPp: 13.25%£2.13, IPy:
1.28+0.40 en animales de 12 meses. IP.: 1.7£0.37, IPp: 4.77+0.86, IPy:
0.37£0.24 en animales de 24 meses. IP.: 7,05%0,84, IPp: 37,85%+2,88, IPy:
2,13+0,62 en animales sometidos a fotoperiodo corto con testiculo regresado
(Tabla 3 y Gréfica 3).

Se observaron diferencias significativas en el indice de proliferacion de
pericitos en animales de 6, 12 y 24 meses frente a los animales con testiculo
regresado (p<0.05) siendo mayor en este ultimo grupo. La actividad
proliferativa de los pericitos fue mayor en todas los grupos estudiados que la de
las células de Leydig (p<0.05). También se encontraron diferencias
significativas en el indice de proliferacion de pericitos entre 6 y 12 meses frente
a 24 meses, siendo en este ultimo grupo menor (p<0,05). El indice de
proliferacion de células de Leydig fue significativamente diferente entre
animales con testiculo regresado y animales de 24 meses siendo este menor.
Ademas el indice de proliferacion de células mioides fue menor en animales de
6, 12 y 24 meses frente a los animales sometidos a fotoperiodo corto. La
actividad proliferativa de los pericitos fue mayor en todas los grupos estudiados

que la de las células mioides (p<0.05). (Tabla 3 y Grafica 3).
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Tabla 3. Valores medios del indice de proliferacion en los tipos celulares estudiados en animales de 6, 12,
24 meses y animales con testiculo regresado.

6 MESES 12 MESES 24 MESES REGRESADO

indice de proliferacién de células de Leydig ’550+1,74  %4,34+0,79  %?1,7+0,37  ©°7,05+0,84
indice de proliferacién de pericitos ®111,82+0,81 °'13,25+2,13 ©'4,77+0,86 >'37,85+2,88
indice de proliferacién de células mioides %0,640,36  °1,28+0,40 °0,37+0,24  "2,13+0,62

Gréafica 3. Indice de proliferacion de células de Leydig (IP,), pericitos (IPp) y células mioides

(IPy) en animales de 6, 12, 24 meses y animales con testiculo regresado.

45
40
35

30 olPL
25

20 | N m PP
15 b : oIPY

10 Ja} 5 o e2
5 - 3 3 d,2 3 sy
0

6 MESES 12 MESES 24 MESES REGRESADO

a,l

*Diferencias significativas en el IP, de 6, 12, 24 meses frente a animales con testiculo regresado
(p<0,05)

P‘Diferencias significativas en el IP,de animales de 6,12 frente a 24 meses (p<0,05)

4®Diferencias significativas en el IP_ entre animales de 24 meses y animales con testiculo regresado
(p<0,05).

'Diferencias significativas en el IPy entre animales de 6, 12 y 24 meses frente a animales con testiculo
regresado (p<0,05).

L2Diferencias significativas entre el IPpy el IP_ en todos los grupos estudiados (p<0,05).

®Diferencias significativas entre el IPpy el IPy en todos los grupos estudiados (p<0,05).
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4.2.4.-indice de apoptosis (TUNEL positivo) de cél ulas intersticiales:
célula de Leydig, pericito y célula mioide.

El indice de apoptosis en nuestra poblacion de estudio mostro los siguientes
valores medios para la célula de Leydig (IA)): 1.47+0.76, pericito (IAp):
4.50+1.81, célula mioide (IAy): 0 en animales de 6 meses, IA.: 2.12+0.73, |1Ap:
7.8310.87, IAy: 0.86+0.33 en animales de 12 meses y IA.: 0.6£0.45, 1Ap:
3+£1.07, IAy: 0.21+0.21 en animales de 24 meses. (Tabla 4 y Gréafica 4). No se
ha observado células apoptéticas en animales con testiculo totalmente
regresado.

Las diferencias significativas en el indice de apoptosis de pericitos las
encontramos entre animales de 12 y 24 meses (p<0.05) siendo menor en este
altimo grupo (Tabla 4 y Grafica 4). Entre los indices de apoptosis de pericitos y
células de Leydig no se obtuvo diferencias significativas en los grupos
estudiados. El indice de apoptosis de las células mioides fue mayor en los
animales de 12 meses que en los animales de 6 y 24 meses (p<0.05) (Tabla 4
y Gréfica 4)
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Tabla 4. Valores medios del indice de apoptosis en los tipos celulares estudiados en

animales de 6 12 y 24 meses.

6 MESES 12 MESES 24 MESES

indice de apoptosis de células de Leydig 11,4740,76  '2,12+0,73  '0,6+0,45
indice de apoptosis de pericitos 2450+1,81 *%7,83+0,87  "?3+1,07
indice de apoptosis de células mioides 0 ©30,86+0,33  °0,21+0,21

Gréafica 4. indice de apoptosis de células de Leydig (IA)), pericitos (IAp) y células mioides (1Ay)

en animales de 6, 12 y 24 meses.
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2PDiferencias significativas en el 1A entre animales de 12 meses y 24 meses (p<0,05).
‘Diferencias significativas en el IAy entre animales de 6 y 24 meses frente a animales
de 12 meses (p<0,05).
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4.2.5.-indice de células de Leydig positivas a testosterona.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células de
Leydig positivas a testosterona en los grupos estudiados aunque fue menor en

el grupo de 24 meses (Tabla 5 y Gréfica 5).

Para el indice de células de Leydig positivas a testosterona los valores
medios obtenidos fueron: 34,4615,34 (6 meses), 39,62+2,14 (12 meses),
22,73+£3,72 (24 meses).

Tabla 5: Porcentaje de células de Leydig positivas a testosterona en animales de 6, 12 y

TESTOSTERONA

24 meses.

6 MESES 34,46+5,34
12 MESES 39,62+2,14
24 MESES 22,73+3,72

Gréafica 5: Porcentaje de células de Leydig positivas a testosterona en

animales de 6, 12 y 24 meses.
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4.2.6.- indice de positividad a testosterona de células de Leydig de tipo A
y de tipo B.

Los valores medios del porcentaje de células de Leydig de tipo A positivas a
la hormona testosterona fueron: 47,34+19,35 (6 meses), 36,08+2,44 (12
meses), 26,69+6,25 (24 meses).

Para el porcentaje de células de Leydig de tipo B positivas a la hormona
testosterona los valores medios fueron: 15,22+1,43 (6 meses), 9,68+4,82 (12
meses), 5,36%4,06 (24 meses).

El indice de células de Leydig de tipo A positivas a testosterona fue
significativamente superior que en las células de tipo B en los tres grupos
estudiados (p<0,05) (Tabla 6 y Grafica 6).

Tabla 5: Valores medios del porcentaje de células de Leydig de tipo A y de tipo B positivas a
testosterona en animales de 6, 12 y 24 meses.

6 MESES 12 MESES 24 MESES

TIPOA  '47,34+19,35 136,08+2,44 126,69+6,25

TIPOB  215,22+1,43 29,68+4,82 5 36+4,06

Gréfica 5: Porcentaje de células de Leydig de tipo A y B positivas a testosterona en animales

de 6, 12 y 24 meses.
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“?Diferencias significativas entre el porcentaje de positividad de células de Leydig de tipo A
y el porcentaje de positividad de células de Leydig de tipo B en todos los grupos de estudio
(p<0,05).
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4.2.7.-Volumen de tejido conjuntivo en animales de 6, 12 y 24 meses y

animales con testiculo regresado.

El porcentaje de tejido conjuntivo intersticial en animales de 6 meses fue
25,94+3,71, en los animales de 12 meses 22,43+1,68 en animales de 24
meses 26,17+1,45 y en animales sometidos a fotoperiodo corto 14,41+1,44. El
porcentaje de tejido conjuntivo peritubular en animales de 6 meses fue
16,51+£3,84, en 12 meses 12,11+2,53, en 24 meses 23,19+2,86 y en animales

sometidos a fotoperiodo corto 17,53+2,34.

Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de tejido conjuntivo
intersticial de animales de 6, 12 y 24 meses frente a animales sometidos a
fotoperiodo corto (p<0,05) (Tabla 7 y Gréafica 7). Los valores del volumen de
tejido conjuntivo peritubular fueron significativamente menores en animales de

6 y 12 meses frente animales de 24 meses (p<0,05) (Tabla 7 y Grafica 7

Tabla 7. Valores medios del porcentaje de la cantidad de tejido conjuntivo intersticial, peritubular en

animales de 6, 12, 24 meses y animales con testiculo regresado.

Intersticio Tabulo
6 Meses 425,94+3,71 °16,51+3,84
12 Meses 422,43+1,68 °12,11+2,53
24 Meses 426,17+1,45 d23,1912,86
Regresado ©14,41+1,44 17,53+2,34
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Gréfica 7: Porcentaje de tejido conjuntivo en animales de 6, 12 y 24 meses y animales con

testiculo regresado.
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2Dpiferencias significativas en el volumen de tejido conjuntivo intersticial de animales de

6,12 y 24 meses frente animales sometidos a fotoperiodo corto (p<0.05).

“IDiferencias significativas en el volumen de tejido conjuntivo peritubular de 6 y 12 meses

frente a animales de 24 meses (p<0.05).

4.2.8.-indice de células de Leydig positivas a HSP-

El porcentaje de células de Leydig positivas a HSP-47 en animales de 6

meses fue 59,10+1,72, en animales de 12 meses 59,44+1,74, en animales de

24 meses 56,84+0,96 y en animales sometidos a fotoperiodo corto 71,05+1,17.

Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células de

Leydig positivas a HSP-47 en animales de 6, 12 y 24 meses frente a animales

sometidos a fotoperiodo corto (p<0,05) (Tabla 8 y Grafica 8)
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Tabla 8. Valores medios del porcentaje de la cantidad de células de Leydig positivas a HSP-47 en

animales de 6, 12, 24 meses y animales sometido a fotoperiodo corto.

HSP-47

6 Meses 59,10+1,72
12 Meses 59,44+1,74
24 Meses 56,84+0,96

Regresado  °71,05+1,17

Gréfica 8: Porcentaje de células de Leydig positivas a HSP-47 en animales de 6, 12, 24 meses

y animales sometidos a fotoperiodo corto
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®Diferencias significativas en el porcentaje de células de Leydig positivas a
HSP-47 en animales de 6, 12 y 24 meses frente a animales sometidos a

fotoperiodo corto.

4.2.9.- indice de células de Leydig positivas a col  ageno IV (a5).

Para el porcentaje de células de Leydig que producen colageno IV (a5) los
valores medios fueron: 80,17+1,98 (6 meses), 76,59+3,24 (12 meses),

88,35+0,89 (24 meses) y 68,85+3,07 (animales sometidos a fotoperiodo corto).
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Tabla 9: Valores medios del porcentaje de células de Leydig productoras de coladgeno IV (a5) en

animales de 6. 12. 24 meses v animales sometidos a fotoperiodo corto.

COLAGENO IV
(D)

6 MESES 80,17+1,98
12 MESES 76,5913,24
24 MESES 88,35+0,89
Regresado %68,85+3,07

Grafica 9 . Porcentaje de células de Leydig que producen colageno IV (a5) en

animales de 6, 12, 24 meses y animales sometidos a fotoperiodo corto.

COLAGENO IV  (a5)

‘ BCOLAGENO IV

®Diferencias significativas en el porcentaje de células de Leydig positivas a
colageno IV (05) en animales de 6, 12, 24 meses frente a animales sometidos

a fotoperiodo corto.
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Dlseusion

Analizando el intersticio testicular del hamster sirio dorado (Mesocricetus
auratus) con microscopia de luz se han podido caracterizar facilmente las
células de Leydig, los pericitos, los macréfagos y las células mioides. Asi
mismo, se ha puesto de manifiesto la presencia de tejido conjuntivo intersticial
y peritubular y de células en proliferacion y apoptosis (TUNEL positivas)
especialmente células de Leydig, pericitos y en ocasiones células mioides. Con
respecto a las células de Leydig hemos diferenciado en base a la observacion
microscopica dos poblaciones que hemos denominado células de Leydig de
tipo A y de tipo B con caracteristicas morfoldgicas propias y especificas. Las
gue hemos denominado de tipo A, son grandes con gran cantidad de
citoplasma y un nucleo sin signos aparentes de deterioro; las de tipo B son de
menor tamafo y con signos de necrosis especialmente en su ndcleo. Ambas

poblaciones las hemos encontrado en hamsters de 6, 12 y 24 meses.

El contenido celular del intersticio testicular del hamster es muy similar al de
otras muchas especies de mamiferos (Kretser y Kerr.,, 1988). El tejido
conjuntivo es mas abundante en algunas especies y es posible describirlo en
las tinciones de H&E, en otras como los roedores que muestran numerosos
vasos linfaticos, como es el caso del hamster, es mas dificil y es necesario
ponerlo de manifiesto con técnicas histoquimicas mas especificas como el
tricromico de Masson u otros tricromicos que han sido utilizados en otros
estudios de intersticio testicular (Pop y cols., 2011). Igual sucede con el tejido
conjuntivo de la pared tubular, en las especies que muestran varias capas de
células mioides es posible identificarlo con H&E (Maekawa y cols., 1996) pero
en especies con una sola capa de células mioides como ocurre en nuestro

estudio ha sido util el Tricromico de Masson para poder diferenciarlo bien.
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Los estudios de proliferacion en el intersticio testicular adulto son escasos,
aunqgue en algunos de ellos se ha descrito la proliferacion de células de Leydig.
Ahora bien, las células de Leydig proliferando han sido puestas de manifiesto
en esos trabajos con técnicas clasicas como la timidina tritiada (Johnson y
cols., 1987; Teerds y cols., 1989), siendo pocos los estudios que detectan
inmunohistoquimicamente (Brdu) la proliferacion de estas células (Sriraman y
cols., 2000). Algo parecido pensamos que ocurre con los pericitos, que han
sido estudiados en diversos modelos de regeneracion (Davidoff y cols.,2009)
en los cuales proliferan aunque todavia no se ha utilizado una técnica
inmunohistoquimica especifica para demostrarlo. Con respecto a las células
mioides la presencia de algunas de ellas en proliferaciéon es un hecho descrito
ya en otros roedores como en la rata (Santamaria y cols., 1995). La
proliferacion de macréfagos también se ha descrito en otras especies (Gaytan y
cols., 1994; Hutson., 2006), nosotros por el contrario no hemos podido
constatar en las condiciones de nuestro estudio que en su poblacion haya

signos de proliferacion.

La apoptosis en el intersticio testicular de mamiferos es un fenbmeno al que
en condiciones normales se le ha prestado poco interés en la bibliografia. Si es
cierto que hay bastantes autores que han descrito la presencia de células de
Leydig en apoptosis, éstos lo han hecho tras diversos tipos de tratamientos
(Myers y Abney., 1990; Hardy y cols., 2005; Hutson., 2006) o en situaciones
fisiologicas especificas (Berensztein y cols., 2006). Con respecto a los pericitos
no existen datos en la literatura que indiquen apoptosis de estas células en el
intersticio testicular, por lo que nuestro resultado es novedoso al encontrar un

porcentaje de las mismas como TUNEL positivas.

El hecho de observar microscopicamente dos tipos de células de Leydig nos
parece relevante. En primer lugar porque todos los signos morfolégicos
observados con el microscopio de luz indican que las células de Leydig de tipo
B mé&s que una célula en proceso de crecimiento se trataria de una célula de
Leydig en involucién. En segundo lugar da la impresion de que este fenomeno
de diversidad de células de Leydig no parece ser un hecho patoldgico, ya que

hemos observado estas células en todos los grupos de edad estudiados. Como
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ya se ha comentado hay diversos autores (Davidoff y cols., 2009) que perciben
qgue la poblacién de células de Leydig adultas no es homogénea, observando
diversas diferencias entre las mismas. Algunos autores al clasificar las células
intersticiales en sus estudios han confirmado la presencia de células con signos
de degeneraciéon como en el bufalo (Rana y Bilaspuri., 2000) o en el hombre
(Neaves y cols., 1985; Regadera y cols., 1991).

En sintesis el intersticio testicular de hamster adulto celularmente es muy
similar al de otros roedores. Este intersticio testicular muestra un grado de
recambio celular importante pues tres de las cuatro células estudiadas,
presentan tanto fendmenos de proliferacion como de apoptosis (TUNEL
positivas). Ademas, para el caso de las células de Leydig un cierto nimero de
ellas muestran signos de deterioro celular importante. Estos fendmenos

celulares se han observado tanto en animales jovenes como viejos.

En animales con testiculo regresado por fotoperiodo corto sélo observamos
un tipo de células de Leydig diferentes a las descritas en los otros tres grupos
de edad. Estas células muestran una reduccién de su tamafio tanto de su
ndcleo como de su citoplasma. Ademas las células de Leydig y los pericitos
s6lo muestran actividad proliferativa pero no apototica, indicando que la
situacion fisiologica de la regresion debida a fotoperiodo corto supone una
alteracion de la dindmica celular del intersticio testicular. Probablemente
durante este periodo se eliminan células de Leydig de tipo B, observandose en
estos animales una poblacion mas homogénea de células de Leydig
regresadas por disminucion de la estimulacion hormonal que tiene lugar. La
situacion fisiolégica de regresion es diferente a la que acontece durante el
envejecimiento en el intersticio y por otro lado, coincide ésta con lo que sucede
en el epitelio seminifero (Morales y cols., 2004). En él las espermatogonias
muestran un indice de proliferacion mayor que en los controles, preparando la
posterior recrudescencia. Asi pues, el aumento de la proliferacion de pericitos
podria estar relacionado con la recrudescencia donde se necesitaria un
aumento de vasos sanguineos y quiza una generacion de nuevas células de

Leydig, lo que estaria en concordancia con la pérdida de estas células durante
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la regresion, algo que como sabemos esta en discusion (Hardy y cols., 1987;
Jhonson y cols., 1987; Sinha Hikim y cols., 1988a; Hance y cols., 2009).

La identificacion inmunohistoquimica de testosterona permitid ver su
positividad en las células de Leydig. Observamos dos hechos importantes. Por
un lado, no todas las células de Leydig fueron positivas y por otro pudimos
diferenciar nuevamente los dos tipos de células de Leydig identificados
anteriormente. Tanto las células de tipo A como B fueron positivas aunque en
las segundas apreciamos una menor intensidad. Al mismo tiempo
cualitativamente se observé una mayor proporcion de células tipo A positivas.
En los testiculos envejecidos el patrén histoquimico fue muy similar a los

controles.

La célula de Leydig es identificada por enzimas de la ruta esteroidogénica
como la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, un marcador de ellas aceptado
entre otros universalmente (Ortega y cols., 2004). Pero también se utiliza la
identificacion histoquimica de testosterona para las células de Leydig,
observandose que no todas ellas son positivas al anticuerpo testosterona. Este
hecho, ha sido descrito en los trabajos realizados por Nistal y cols., (1986) y
Regadera y cols., (1991), ambos utilizaron el anticuerpo testosterona y
diferenciaron células de Leydig intensamente tefiidas, débilmente tefiidas y
células no tefidas en el testiculo de hombre. La presencia de células de Leydig
negativas a testosterona lo atribuyen a cambios ciclicos en la actividad
funcional de estas células. Asi mismo al igual que en nuestro estudio, donde el
porcentaje de células negativas parece que se incrementa en nuestras células
tipo B que hemos considerado degeneradas, Regadera y cols.,(1991) observan
una disminucion del porcentaje de células de Leydig tefiidas tanto en testiculos
normales como criptorquidicos y con el sindrome de Klinefelter en las células
que ellos clasifican como anormales, indicando que existe una cierta
correlacion entre esa anormalidad y la baja identificacion de células positivas a
testosterona en ellas como consecuencia probable de un déficit en su sintesis.
Al igual que Paniagua y cols., (1986) que clasifican estas células como

desdiferenciadas y cuya funcion esteroidogénica esta también disminuida.
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En el estudio semicuantitativo en primer lugar se observé que dentro de la
poblacién de células de Leydig, el porcentaje de las de tipo A fue siempre
mayor que las de tipo B no variando significativamente con la edad. Asi mismo,
aunque se obtuvo un porcentaje menor de células de Leydig tipo B positivas a
testosterona en los animales envejecidos no hubo cambios significativos en los
tres grupos de estudio. En segundo lugar, tampoco hubo diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de células positivas a testosterona de tipo

Ay B entre los tres grupos de estudio.

Estos resultados muestran por un lado que las células de tipo B que como ya
hemos comentado presentan caracteristicas morfologicas de deterioro celular
no se modifican porcentualmente con la edad, al igual que ocurre con las
células de Leydig descritas por Neaves y cols., (1985) (degeneradas) que
aparecen en hombres de todas las edades. Contrariamente a esto Regadera y
cols., (1991) en testiculo humano afirman que las células que ellos denominan
anormales si que se incrementan en porcentaje en los testiculos criptorquidicos
y con el sindrome de Klinefelter's. En cambio durante el desarrollo postnatal la
células de Leydig degeneradas de testiculo de budfalo sufren variaciones
estabilizandose su numero con la edad adulta como una poblacion permanente
del intersticio (Rana y Bilaspuri., 2000). Todos estos hechos nos llevan a
pensar que las células de Leydig descritas como tipo A son funcionalmente
mas activas en la secrecién de testosterona que las de tipo B. Ademas, éstas
dltimas al ser mayoritariamente negativas a testosterona confirmarian la
apreciacion anterior de que se trata de células en proceso de involucion.
Probablemente al principio aun son algo positivas a testosterona para dejar de
serlo a medida que el grado de deterioro es mayor. Ademas al igual que ocurre
en otros estudios que han descrito células de Leydig “degeneradas” nuestras

células tipo B no varian su porcentaje con la edad.

En los animales envejecidos aunque el porcentaje de células de Leydig
positivas a testosterona fue menor, no hubo cambios significativos en los tres
grupos de estudio. Nuestros datos muestran una sintesis activa en los animales
envejecidos que estarian en concordancia con los encontrados por Swanson y

cols., (1982), que en la especie objeto de nuestro estudio Mesocricetus auratus
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observan que a diferencia de otros mamiferos, mantiene sus niveles de

testosterona mas o menos constantes a lo largo de su vida.

Respecto a la distribucion porcentual de los tipos celulares estudiados en el
intersticio hemos observado que en todos los grupos el porcentaje de células
de Leydig fue mayor, seguido de los pericitos y los macréfagos. La relaciéon
porcentual de estas tres células sufre pocas variaciones con respecto a la edad
observandose solamente un descenso significativo del porcentaje de pericitos
en el grupo de 12 meses respecto al de 24 meses. Durante la regresion se

aprecia una disminucién porcentual significativa de los pericitos.

En primer lugar comentar que al igual que en otros estudios realizados en
mamiferos sobre la distribucion porcentual de células en el intersticio testicular
encontramos que la célula de Leydig es la que presenta siempre mayor
porcentaje en todos los grupos, lo que pone en evidencia la importancia por
todos conocida de esta célula (Mendis-Handagama y cols., 1988). Las
variaciones observadas son pequefias teniendo en cuenta que no hay cambios
significativos en el porcentaje de células de Leydig y macrofagos. Ahora bien,
las variaciones en el porcentaje de pericitos pueden tener una cierta
explicacion aunque no se haya observado significacion en las otras células
estudiadas. La observacion de los datos parece mostrarnos que los animales
de 24 meses presentan un porcentaje menor de células de Leydig, lo que
probablemente hace que la proporcion de pericitos se incremente en este
grupo. Tal variacion podria indicar una cierta descompensacion en los animales
de 24 meses respecto a los de 6 meses y especialmente respecto a los de 12
meses donde ésta es significativa. Estos cambios, podrian relacionarse con
variaciones de la poblacién de células de Leydig con la edad. En anteriores
estudios hemos visto un incremento del numero de células de Leydig en los
animales de 12 meses (aunque no significativo) y un descenso (en este caso
significativo) del nimero de células de Leydig en testiculos de 18 meses (Horn
y cols., 1996) y 24 meses (Bernal-Mafias y cols., 2005). Por ultimo indicar que
la variacion porcentual encontrada en la regresion puede ser debida a la
acumulacion de células de Leydig producida por la disminucion del volumen

intersticial provocando una proporcion diferente entre estas y los pericitos.
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Respecto a los resultados semicuantitativos que hemos encontrado en
relacion con la proliferacion y la apoptosis (TUNEL positivas) podemos afirmar
que en relacion a la proliferacion, la célula de las estudiadas que mas
proliferaba en los cuatro grupos estudiados ha sido el pericito seguido de la
célula de Leydig y la célula mioide. El indice de proliferaciéon de pericitos sufrié
cambios significativos disminuyendo en los animales de 24 meses respecto a
los de 6 y 12 meses. Por el contrario hubo un aumento significativo del mismo
en los animales regresados respecto a los de los grupos de edad (6, 12 y 24
meses). La actividad proliferativa de las células de Leydig no varid
significativamente con la edad, observandose un aumento significativo en el
grupo de testiculos regresados con respecto a los de 24 meses. Con respecto
a la célula mioide so6lo se observd incremento significativo en los animales

regresados respecto a los hamsters de 6, 12 y 24 meses.

La actividad proliferativa del pericito es bien conocida en todos los tejidos
(Diaz y cols., 2009), aunque ha sido poco estudiada en el testiculo, donde solo
algunos autores como DeFalco y cols., (2011) la ponen de manifiesto. Davidoff
y cols., (2004) prestan especial atencion a este tipo celular ya que consideran
que puede tener una funcion progenitora en el intersticio testicular de rata. Ellos
ponen de manifiesto la evidencia de su actividad proliferativa asociada a un
aumento del numero de estas células durante la reparacion del intersticio tras
tratamiento del mismo con EDS pero sin aportar observaciones histoquimicas.
Como ya hemos comentado el indice de proliferacion del pericito es el mas
elevado de todas las células estudiadas. La actividad proliferativa de esta
célula disminuye significativamente a los 24 meses, mientras que aumenta en
animales con testiculo regresado. Estos datos plantean por un lado, la
posibilidad de que el pericito pueda diferenciarse en condiciones normales en
otras células intersticiales, incluida la célula de Leydig, si esto fuera asi, se
produciria con la edad una disminucion del numero de células de Leydig
provenientes de la diferenciacién de pericitos. La reduccion en su actividad
proliferativa con la edad pudiera deberse al caracter troncal de la misma (Coutu
y cols., 2011). Asi, en otros tejidos se ha observado una lenta disminucion de la

actividad proliferativa de las células troncales como es el caso del mismo
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epitelio seminifero del hamster (Morales y cols., 2003). Por otro lado, el que el
pericito mantenga una tasa elevada de proliferacion en testiculos regresados
podria ser una respuesta para la repoblacion del intersticio durante la
recrudescencia, sea tanto para diferenciarse en nuevas células intersticiales
incluida la célula de Leydig que parece disminuir en la regresiéon (Hardy y cols.,
1987;Shina Hikim y cols., 1988) como en células endoteliales en la nueva
vascularizacion que tiene lugar durante esta etapa (Mayerhofer y cols., 1989).
Tal comportamiento como hemos dicho antes seria muy similar al observado
en las espermatogonias que en la regresidbn incrementan su indice de
proliferacion como preparacion a la regeneracion posterior durante la

recrudescencia del epitelio seminifero (Morales y cols., 2003, 2007).

La proliferacién de la célula de Leydig ha sido un poco mas estudiada que la
del pericito en condiciones normales en el testiculo, como lo demuestran los
estudios realizados con timidina tritiada en donde el indice de unién es menor
del 0,1% en rata (Teerds y cols., 1989), mientras que en hamster es del 0,22%
(Hardy., 1987). La deteccién inmunohistoquimica con PCNA en células de
Leydig también ha sido realizada mono (Liang y cols., 2001). Sriraman y cols.,
(2000) utilizando western blot para valorar la presencia de PCNA en cultivos de
células de Leydig de rata tanto progenitoras como adultas, observan un
descenso de esta proteina en estas ultimas lo que indica una disminucion de la
proliferacion a medida que se produce la diferenciacion de las células de
Leydig durante el desarrollo postnatal asociandose también a una disminucion
de la ciclina D3. Estos resultados indican que existe una cierta proliferacion en
las células de Leydig adultas. El papel de esta proliferacion es discutido en la
literatura, ya que para algunos significa que puede existir coexistencia de
células de Leydig de varias edades y que hay por lo tanto nuevas células que
se afladen al intersticio continuamente (Lejeune y cols., 1998). Una disminucion
de esta actividad proliferativa podria explicar la disminucion de células de
Leydig con la edad, junto a la destruccibn de células de Leydig por
degeneracion y disolucién de las mismas tal como es observado por Neaves y
cols., (1985). Esto no implicaria que también nuevas células de Leydig
pudieran formarse por diferenciacion de precursores de las mismas, aunque

ambas actividades repobladoras de células serian insuficientes ante la pérdida
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debida a la degeneracién con la consiguiente disminucion de la poblacion de
células de Leydig con la edad. Ahora bien, teniendo en cuenta que nuestros
resultados indican que en el hamster el indice de proliferacion de células de
Leydig no varia significativamente con la edad nos lleva a plantearnos que la
actividad degenerativa debe ser probablemente un factor importante para la
depleccion de las células de Leydig con la edad en el hamster sirio.

Da la impresion de que el estado de regresion puede suponer un cambio en
la proliferacion de las células de Leydig ya que presentan un indice mayor que
en fotoperiodo largo. Tal incremento podria estar relacionado con el
restablecimiento de la poblacion de células de Leydig durante Ila
recrudescencia si tenemos en cuenta ademas que no hemos observado células
de Leydig apoptoéticas en testiculo regresado, lo cual apunta a una pérdida
previa de células de Leydig durante la regresion.

Las células mioides presentaron un indice de proliferacion muy pequefo sin
variaciones con la edad. Estos datos confirman la estabilidad de la poblacion
de estas células en condiciones normales, pudiéndose alterar la proliferacion
de la misma tras la administracion de algunas sustancias como por ejemplo
epinefrina poniendo de manifiesto su actividad proliferativa
inmunohistoquimicamente con PCNA y BrdU (Santamaria y cols., 1995). En el
grupo de animales regresados observamos un aumento significativo del indice
de proliferacion de las células mioides respecto a los animales de 6, 12 y 24
meses. Este hecho posiblemente esté relacionado con la recuperacion de la
pared tubular durante la recrudescencia, puesto que durante la regresion el
volumen del tdbulo disminuye por acortamiento o plegamiento del mismo
(Sinha Hikim y cols., 1988).

No hemos encontrado en nuestro estudio proliferacion de macréfagos tanto
en testiculos sometidos a fotoperiodo corto como fotoperiodo largo. En la
literatura algunos autores hacen referencia a la actividad proliferativa de estas
células en el testiculo, que tiene lugar fundamentalmente desde el nacimiento a
la maduracion sexual en condiciones normales (Russell y cols., 1990). En

cambio son mas numerosos los estudios que ponen de manifiesto la
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proliferacion de estas células y su relacion funcional con la célula de Leydig
cuando se somete a los animales a tratamiento con EDS. Asi en la rata, en
donde se estudia si el mantenimiento de la poblacion de macrofagos que tiene
lugar tras este tratamiento es por reclutamiento de monocitos o por mitosis de
macrofagos residentes, se ha comprobado que los macrofagos tienen
capacidad de dividirse en el testiculo y que la poblacién se mantiene en parte

por la division mitotica de los mismos (Schlatt y cols., 1999).

Ahora bien, en nuestras condiciones de trabajo que son de caracter
fisiologico la falta de proliferacién indica que tanto el envejecimiento como la

regresion por fotoperiodo corto no parecen alterar la poblacion de macroéfagos.

En resumen todas las células estudiadas presentan actividad proliferativa
menos el macréfago. La regresidon supone un incremento general de la
proliferacion de las mismas mientras que el envejecimiento afecta
principalmente al pericito que ve disminuida su actividad proliferativa. En
testiculos regresados, el aumento de la proliferacion de estas células
intersticiales puede estar posiblemente relacionado con la recuperacién del
intersticio testicular durante la etapa de recrudescencia, mientras que el
envejecimiento parece relacionarse con un enlentecimiento de la actividad

proliferativa intersticial.

Como ya sabemos el control del nimero de células en un organismo esta
reflejado por el balance dindmico entre crecimiento en el niamero celular y la
muerte celular (King y Cidlowski., 1998). Las células pueden sufrir muerte
celular principalmente por 2 mecanismos: necrosis y apoptosis (Gauvrieli y cols.,
1992). Por lo que junto a los valores de la actividad proliferativa es importante
conocer los de apoptosis para tener una nocion clara sobre el equilibrio celular
de los tejidos, sobre todo en condiciones fisioldgicas en las que tedricamente
no suele existir situaciones que supongan una necrosis masiva de las células
(Gavrieli y cols., 1992).

La actividad apoptotica medida por la técnica de TUNEL fue escasa en el

intersticio testicular siendo el indice apoptético de los pericitos superior al de
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las células de Leydig. Se observé un incremento significativo del indice
apoptético de los pericitos en los testiculos de animales de 12 meses respecto
a los de 24 meses. También hubo una disminucién del indice en las células
mioides entre los animales de 12 y 24 meses. El indice apoptético no varid para
la célula de Leydig entre los tres grupos estudiados. En testiculo regresado no
se observd apoptosis ni en las células de Leydig ni en los pericitos.

En el intersticio testicular, el indice apoptético (TUNEL positivo) de los
pericitos siempre es el més elevado de todas las células estudiadas como
acabamos de mencionar. En la literatura no existen datos sobre la actividad
apoptotica de los pericitos en el testiculo en condiciones fisiologicas normales
por lo que es la primera vez que se detecta y cuantifica esta actividad en los
mismos. Estos resultados nos indican que en la poblacién de pericitos existe
una pérdida de ellos que son eliminados por muerte celular programada y que
son compensados por la actividad proliferativa de los mismos. Esta pérdida no
parece que pueda afectar mucho a la poblacién de los pericitos disponibles en
los animales de 6 y 12 meses pues no hay cambios significativos ni en la
actividad proliferativa ni en la apoptotica, pero si que plantea que entre los 12 y
los 24 meses, la apoptosis de pericitos pueda tener un papel funcional en
disminuir o al menos detener el incremento de este tipo celular con el paso del
tiempo, si se tiene en cuenta que hay una disminucion de la actividad
proliferativa de los mismos en los animales de 24 meses. De esta forma si el
pericito es una posible fuente de otras células del intersticio disminuiria su
actividad regenerativa con el envejecimiento. La existencia de un pico de
apoptosis en la poblacién de pericitos a los 12 meses se correlacionaria bien
con el aumento de proliferacion observado también para esta edad, lo que
indicaria que la apoptosis se modifica de forma fisiolégica al igual que la
proliferacion. Teniendo en cuenta que en la regresion no hemos encontrado
apoptosis en los pericitos y si una fuerte proliferacion se puede afirmar que en
este estado, el intersticio es diferente y opuesto al del envejecimiento, donde la
apoptosis se mantiene en una tasa similar al control mientras que su indice de

proliferacion disminuye.
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El indice apoptotico (TUNEL positivas) no varié para la célula de Leydig en
los tres grupos estudiados. Siendo su tasa de apoptosis siempre menor que la
de proliferacion modificAndose ambos indices de forma similar con la edad.
Esto sugiere que la apoptosis (células TUNEL positivas) probablemente no sea
el mecanismo que contribuye a la disminucién en el numero de células de
Leydig con la edad en nuestra especie, ya que la relacion
proliferacion/apoptosis no sufre variaciones importantes con la edad. A
diferencia de lo que ocurre en el epitelio seminifero del hamster en condiciones
normales (Hsueh y cols., 1996) o con el envejecimiento (Morales y cols., 2004,
2007), la apoptosis no parece ser el mecanismo que permita al intersticio
testicular controlar el numero de células y eliminar las alteradas. En
consecuencia segun los datos encontrados en nuestro estudio habria que
pensar que la disminucién de células de Leydig con la edad puede estar
relacionada mas bien con una disminucién de la actividad proliferativa de los
pericitos y con la degeneracion constante de células de Leydig (tipo B) con la

edad que hemos comentado anteriormente.

Las células mioides presenta un indice apoptético no superior al 1% en todos
los grupos estudiados, aunque si sufre un ligero pero significativo aumento en
hamster de 12 meses. Al igual que ocurre en las células de Leydig la actividad
proliferativa y apoptotica de las células mioides se modifican de manera
paralela con la edad. Por lo que en principio no parece que exista una

modificacion de la poblacion de células mioides debidas a la edad.

La ausencia de apoptosis (TUNEL positivas) en las células estudiadas del
intersticio testicular del hamster sirio en testiculo regresado es un hecho
importante que debemos destacar ya que no ha sido descrito en la bibliografia
hasta ahora. S6lo en el corzo, una especie con reproduccion estacional se han
encontrado algunas células apoptoéticas (TUNEL positivas) durante los periodos
estacionales no reproductivos, y la apoptosis (TUNEL positivas) no varia en el
intersticio testicular durante los mismos (Blottner y Schoen, 2005). En principio
podemos considerar que la falta de actividad apoptética podria estar

relacionada con la disminucién funcional que sufre el intersticio testicular
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durante el proceso de regresion y con la preparacion del mismo para la

recrudescencia.

En resumen, la actividad apoptética (TUNEL positivas) del intersticio
testicular del hamster sirio no es elevada y se mantiene siempre por debajo de
la actividad proliferativa, indicando que la apoptosis (TUNEL positivas) no sufre
cambios importantes con el paso del tiempo. Por lo que en principio no
podemos asignar a la apoptosis (TUNEL positivas) la causa principal del
descenso del nimero de células de Leydig con la edad en nuestra especie. Es
cierto que la apoptosis es masiva en estas células cuando se producen
situaciones estresantes o toxicas (Kerr y cols., 1988., Myers y Abney, 1990.,
Schlatt y cols., 1999), pero parece poco relevante a la luz de nuestros
resultados este proceso en condiciones fisiolégicas normales e incluso en
situacion de regresion testicular causada por fotoperiodo corto, donde la
actividad apoptética en el hamster esta muy disminuida aunque esto no
descarta la posibilidad de que durante el proceso de la regresion pudiera estar

aumentada especialmente en la célula de Leydig (Esquema A).

En el citoplasma de las células de Leydig se observd la presencia de
inmunorreactividad a HSP-47 y colageno tipo IV (a5). En el estudio
semicuantitativo no encontramos variaciones significativas en el porcentaje de
células de Leydig positivas a HSP-47 entre los grupos de 6, 12 y 24 meses. En
cambio en el grupo regresado por fotoperiodo corto el indice de células
positivas fue significativamente superior a los anteriores. Por el contrario, el
indice de células de Leydig positivas a colageno IV (a5) en testiculos
regresados fue significativamente menor que el encontrado en los animales de
6, 12 y 24 meses de edad. Entre estos ultimos este indice no varié. Por ultimo,
el volumen de tejido conjuntivo calculado a través de la técnica histoquimica del
Tricromico de Masson no vari6 en el intersticio entre los animales de 6, 12 y 24
meses. Si lo hizo significativamente en el grupo de 24 meses respecto a los de
6 y 12 en lo que respecta al volumen de tejido conjuntivo de la pared tubular.
Ademas, el volumen de tejido conjuntivo intersticial sufri6 una disminucién
significativa en el grupo de regresion por fotoperiodo corto comparado con los

grupos de 6, 12 y 24 meses.
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HSP-47 esta relacionada con la sintesis de procolageno y ha sido muy poco
estudiada en testiculo, de hecho solo existe un estudio que pone de manifiesto
Su expresion genética en rata Norway, siendo esta mayor en los testiculos
envejecidos regresados asociada con atrofia testicular respecto a las células de
Leydig de testiculo envejecido sin atrofia testicular (Syntin y cols., 2001).
Nuestro estudio muestra la expresion de HSP-47 en células de Leydig de
hamster Sirio en todos los grupos de estudio. El porcentaje de estas células
positivas a HSP-47 es siempre superior al 50%, no mostrando modificaciones
con la edad. Este comportamiento es diferente a lo que ocurre en otros tejidos
envejecidos donde se produce una respuesta reducida en la sintesis de este
tipo de proteinas por parte de las células sometidas a estimulos estresantes
(Verbeke y cols., 2001).

Por el contrario, el porcentaje de células de Leydig positivas a HSP-47
aumenta en la regresion testicular. Es conocido que durante la regresion por
fotoperiodo corto las células de Leydig disminuyen la actividad sintética de
testosterona e involucionan a células poco funcionales (Sinha Hikim y cols.,
1993). Este hecho podria ser en parte la causa del aumento de células
positivas a HSP-47 ya que el tejido conjuntivo del intersticio testicular sufre una
fuerte disminucion de su volumen en el estado de regresion. Asi pues la mayor
expresion de HSP-47 en las células de Leydig podria relacionarse con los
procesos de restauracion del intersticio que tendran lugar durante la
recrudescencia. Ademas otra posibilidad para explicar el aumento de HSP-47
es que el incremento de células positivas sea consecuencia de una situacion
de stress fisiologico que sufriria el animal durante el fotoperiodo corto al igual
que ocurre en otras situaciones de stress como elevadas temperaturas,
restriccion caldrica, ejercicio etc...donde esta elevada la expresion de la
proteina HSP-47 (Verbeke y cols., 2001).

HSP-47 es wuna proteina intimamente relacionada con la sintesis,
procesamiento y secrecion de colageno incluyendo al colageno IV de la matriz
extracelular del tejido conjuntivo (Nagata, 1998). Nuestros resultados muestran

como ya hemos comentado la presencia por primera vez de la proteina en la
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célula de Leydig en el hamster sirio. Este hecho se puede relacionar con la
participacion de la célula de Leydig en la produccion y mantenimiento de su
propia membrana basal en concreto sintetizando colageno IV y laminina
(Kuopio y cols., 1989; Guittot y cols., 2008). Esta sintesis no esteroidogénica
estaria involucrada también en la propia regulacion de la testosterona, ya que
el colageno 1V tiene una actividad reguladora de la misma, inhibiendo la propia
produccion de testosterona por parte de las células de Leydig (Diaz y cols.,
2005). Segun estos datos, nuestros resultados apuntarian a que esta
capacidad sintética de las células de Leydig no parece modificarse con la edad
en nuestra especie y en consecuencia es muy probable que los productos de
su membrana basal no se alteren y por lo tanto se mantenga constante la

esteroidogénesis de testosterona con la edad.

Las cadenas o5 del colageno IV han sido puestas de manifiesto durante el
desarrollo del tubulo seminifero. En concreto estas cadenas solo han sido
identificadas en el periodo postnatal de rata cuando las membranas basales
estdn mas maduras (Guittot y cols., 2008). Frojdman y cols., (1998) indican,
porque no muestra imagenes, que existe positividad a colageno IV (a5) en las
cercanias de las células de Leydig y se ha podido mostrar que las células de
Leydig pueden sintetizar colageno IV en su citoplasma o sintetizando y
liberando al medio (Rodriguez y cols., 1991). En este ultimo caso las cadenas
a5 son sintetizadas por las células mas maduras. En sintesis las células de
Leydig sintetizan colageno IV (05) que probablemente se incorpora a sus
fragmentos de membrana basal a medida que la célula adquiere capacidad
funcional. Tal sintesis estaria relacionada con el control de la esteroidogénesis
en cuanto que parece que las cadenas ol y a2 del colageno son de caracter
estructural mientras que el colageno a3a4a5 y a5a506 estan bajo la regulacion
de las gonadotropinas en células de Leydig normales y por tanto ya no en
desarrollo (Guittot y cols., 2008).

En principio puede parecer contradictoria la disminucién del porcentaje de
células positivas a colageno IV (a5) en los testiculos regresados, ya que a
menor sintesis esteroidogénica deberia haber mas sintesis de colageno IV (a5)

siempre que las condiciones fueran las normales. Pero las condiciones en el
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animal regresado son muy diferentes al normal. La no funcionalidad de la célula
de Leydig se debe a un proceso de involucion que retrotrae en parte a la célula
de Leydig a estados anteriores al que se encuentra en el estado adulto. En
consecuencia es logico que exista durante la regresion una menor expresion de
coldgeno IV (a5), tal como ocurre en las células de Leydig en el desarrollo
postnatal. Es muy probable que durante la recrudescencia y a medida que la
célula adquiere su funcion normal la expresion de colageno IV (a5) aumente.
En relacion con este hecho la mayor reactividad a HSP-47 observada
coincidiria con la sintesis que se va a producir posteriormente de este colageno
IV (a5).

Con respecto a los resultados observados en el tejido conjuntivo de los
animales envejecidos y regresados es interesante destacar que igual que
ocurria con HSP-47 y colageno IV (05), existen diferencias entre estos dos
grupos. Por un lado, el intersticio testicular envejecido no muestra cambios en
el volumen de su tejido conjuntivo respecto a los controles, indicando que en
nuestra especie no parece producirse un incremento del mismo como ocurre en
otras con la edad (Mendis-Handagama y Gelber., 1995), ni tampoco parece
tener lugar un aumento de inhibidores de proteasas que modifiquen el turnover
de la matriz extracelular del intersticio testicular con la edad, reduciendo la
capacidad esteroidogénica de las células de Leydig (Chen y cols., 2007). Estos
fenbmenos no parece que puedan producirse en el hamster ya que no hay
aumento de tejido conjuntivo intersticial. Por otro lado, en la regresion, el
volumen de tejido conjuntivo del intersticio disminuyd. Sinha Hikim y cols.,
(1988) en un estudio morfométrico en el hamster sirio indica que hay una
disminucién en los testiculos regresados de este volumen intersticial. En
nuestro estudio hemos comprobado también que esto es cierto para el tejido
conjuntivo del intersticio pero no lo es para el peritubular. Esto nos lleva a
pensar que el empaquetamiento de los tubulos seminiferos durante la regresion
supone un mero plegamiento fisico del tejido conjuntivo peritubular y en cambio
para el intersticio debe ir acompafiado de una eliminacibn de una cierta
cantidad del tejido conjuntivo del mismo. Estos hechos son contrarios a lo
observado en el envejecimiento puesto que en el mismo no hay cambios en el

volumen intersticial pero si en el peritubular. Este dUltimo ya descrito
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anteriormente se ve incrementado con el aumento de laminina y fibronectina
con la edad en la pared tubular (Morales y cols., 2004). Ademas, es sabido que
hay un incremento de los tubulos regresados en el envejecimiento, con
epitelios seminiferos alterados que se asocia con el aumento del volumen de
tejido conjuntivo peritubular tal como ocurre en diversas situaciones patologicas

(Regadera y cols., 1991).

En conclusion el intersticio testicular de los dos modelos estudiados por
nosotros muestra diferencias importantes puesto que en el regresado se afecta
especialmente el intersticio testicular con cambios en el tejido conjuntivo y en la
sintesis de moléculas de ECM por parte de la célula de Leydig mientras que en
el envejecimimento los cambios se dan en la lamina propia del tubulo y no
parecen afectar a la sintesis de proteinas de la matriz extracelular de las
células de Leydig (Esquema B).

La microscopia electrénica de transmision mostro un intersticio testicular de
caracteristicas similares en los grupos de 6, 12 y 24 meses. Las células de
Leydig de los animales envejecidos fueron similares a las de los animales
jovenes, manteniendo no solo los organulos tipicos de estas células en el
hamster, sino también las asociaciones estrechas mediante uniones GAP a
otras células de Leydig o la presencia de pequefios fragmentos de lamina
basal. Por el contrario, en los animales regresados las células de Leydig fueron
mas pequefias con menor presencia de organulos citoplasmaticos como
mitocondrias y reticulo endoplasmatico rugoso y liso. Aunque existian
contactos entre las células no se observaron uniones tipo GAP. Sélo en los tres
grupos de edad 6, 12 y 24 meses se encontraron células de Leydig que
mostraron signos celulares de degeneracion citoplasmatica, especialmente
tumefaccion de mitocondrias, disminucion de reticulo endoplasmatico liso y

rotura de la membrana plasmatica.

Los estudios ultraestructurales de las células de Leydig tanto en el hombre
como en otras especies animales envejecidas, en general coinciden en
describir la presencia en el citoplasma de estructuras celulares relacionadas

desde hace tiempo con el envejecimiento celular como son el incremento de
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lisosomas, cuerpos residuales de lipofuscina o en el caso del hombre y del
cerdo el incremento de cristales, mientras que disminuyen algunos organulos
como el reticulo endoplasmatico liso o el nimero y tamafio de las mitocondrias
(Paniagua y cols., 1991, Triperi y cols., 2000). En algunos otros roedores como
la rata Norway (Chen y Zirkin, 1993) muy utilizada como modelo de
envejecimiento de la célula de Leydig o el raton (Giannessi y cols., 2005) los
cambios son notables, con un incremento de los granulos de lipofuscina muy
relacionado con el stress oxidativo y el envejecimiento celular. A la luz de estos
hechos las células de Leydig de hamster envejecido muestran pocos signos de
deterioro citoplasmatico que indiquen una alterada funcionalidad celular, lo que
estaria en concordancia con los resultados ya conocidos sobre que no existe
una bajada en la sintesis de testosterona con la edad en el hamster Sirio
(Swanson y cols., 1982). Es cierto que en nuestro estudio aunque no ha sido
significativa se observa una disminucion del porcentaje de células
inmunohistoquimicas positivas a testosterona totales aunque en el porcentaje
relativo hay mas células tipo A que tipo B positivas en los animales
envejecidos. Estos hechos junto a la disminucién en el nimero de células de
Leydig con la edad (Horn y cols., 1982), plantean la pregunta de como se
compensan estas disminuciones para mantener la produccion de testosterona
constante con relacion al tiempo. En primer lugar hay que indicar que la
produccion de la hormona se relaciona con el volumen de reticulo
endoplasmatico liso y mitocondrias (Zirkin y cols., 1997), en segundo lugar que
es el volumen de la propia célula el que determina la correlacion final con la
produccion de la misma (Mori y cols., 1982). En consecuencia pensamos que
es posible que el incremento del volumen de las células podria compensar la

pérdida en el nUmero, cuestién que requerird un estudio posterior a esta tesis.

Otra pregunta que podemos plantearnos es por qué las células de Leydig de
hamster pueden ser menos suceptibles al envejecimiento y en concreto al
stress oxidativo que esta implicado en el mismo. Sélo podemos aportar dos
datos que nos han resultado significativos. El primero es que en todos los
estudios comparativos de células de Leydig entre especies la de hamster es la
qgque menos se afecta por el EDS (Gray y cols., 1995). El segundo que las

células de hamster son las que presentan menos cantidad de reticulo

186
Esther B.F



Dlseusion

endoplasmatico liso y tienen una baja produccién de testosterona comparada
con otras especies como la rata o el cobaya (Zirkin y cols., 1980). A nuestro
entender estos datos parecen indicar un metabolismo menos activo que quiza
podria proteger a la célula respecto al paso del tiempo con el resultado de un
deterioro celular no significativo respecto a las células de Leydig jovenes. Por
altimo y teniendo en cuenta que la poblacion de células de Leydig puede tener
un recambio continuo es muy posible que la poblacién adulta de las mismas
tenga una edad variable lo que facilita un rejuvenecimiento parcial de la misma.
Situacion que dificulta el deterioro global de la poblacion de células de Leydig
con la edad.

Sin embargo en los animales regresados las células de Leydig si mostraron
signos celulares de disminucion de su funcionalidad, como son un menor
tamafo de la célula y de la cantidad de sus organulos celulares sobre todo los
relacionados con la esteroidogénesis. Estos resultados son similares a los
observados en el hamster Sirio por Sinha Hikim y cols., (1988b) y estan en
consonancia con una disminucion de la actividad normal de LH y de la propia
sintesis de testosterona por estas células (Limonta y cols., 1987). En sintesis
aunque las células de Leydig muestren menos organelas en fotoperiodo corto y
algunos signos de desdiferenciacion como la disminucion observada en
uniones GAP entre las células de Leydig o contactos con macrofagos, no se
puede considerar que estas células hayan regresado a una situacién
desdiferenciada, sino mas bien a una disminucion de su funcionalidad
manteniendo el caracter morfolégico de una célula de Leydig adulta y sin

signos de degeneracion (Esquema B).

Hace ya unos afios en un estudio éptico y ultraestructural sobre la apoptosis
en células de Leydig de ratdn se concluy6 que este proceso no sucedia en las
células de Leydig durante la fase postnatal pero al mismo tiempo se observaba
ultraestructuralmente la presencia en el intersticio de testiculos entre 35-71
dias de edad la presencia de células involucionadas y degeneradas (Faria y
cols., 2003). Para estos autores estas células serian remanentes de células
fetales que desaparecian con el paso del tiempo por un proceso degenerativo.

Como ya vimos células de caracter degenerativo fueron también observadas
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por Neaves y cols., (1985) en hombres, considerando que estas eran la causa
de la disminucion de células de Leydig que se produce con la edad. También
Rommerts y cols., (2004) encuentran células degeneradas y no apoptoéticas
cuando cultivan células de Leydig con concentraciones altas de EDS.
Podemos, pues, afirmar que, segun nuestro conocimiento, en condiciones
normales nadie ha identificado ultraestructuralmente hasta la fecha células de
Leydig en apoptosis. Por el contrario si que se ha observado la presencia de
células que varios autores han denominado “degeneradas”. En nuestro estudio
hemos identificado con la técnica TUNEL células de Leydig positivas en un bajo
porcentaje. Junto a este hecho siempre hemos contabilizado un porcentaje de
células de Leydig tipo B mayor y constante que las células de Leydig TUNEL
positivas en los tres grupos de animales de 6, 12 y 24 meses. Ademas, las
imagenes ultraestructurales que hemos obtenido concuerdan con las células de
Leydig de tipo B vistas con microscopio 6ptico por un lado, y por otro la
ultraestructura de estas células es tipica de una célula necroética. Partiendo de
estos datos pensamos que podemos afirmar que la pérdida de células de
Leydig que se da en varias especies y en concreto en el hamster con la edad,
pudiera estar relacionada con una muerte de caracter necrético de las mismas.
Este hecho nos plantea tres posibles cuestiones. Primero, que si el proceso es
constante parece indicar mas que una causa permanente extrinseca, un
proceso meramente intrinseco. Segundo, que la muerte de estas células de
Leydig se produciria en nuestro caso en animales lo suficientemente mayores
para considerar que no sean ceélulas fetales de Leydig que se quedarian y
estuvieran eliminando. Tercero, estas células puedan dar positivas a la técnica
de TUNEL en un momento determinado lo que explicaria no haber podido
encontrar en nuestro estudio células de Leydig con ultraestructura tipica de

apoptosis.

Con respecto a las dos primeras cuestiones consideramos que en principio
siendo un fenémeno que acontece aparentemente de forma constante en los
tres grupos de edad, pensamos que se trata de un proceso con una cierta
programacion. Al respecto, recientemente se ha ampliado el concepto de
muerte celular. Esta comprenderia la necrosis y la apoptosis tradicional junto a

la denominada necrosis programada o necroapoptosis (Galluzzi y Kroemer.,

188
Esther B.F



Dlseusion

2008). Esta ultima parece responder a factores externos como la propia
oxidacion celular u otros (Christofferson y Yuan; 2010), teniendo unos
mediadores concretos celulares que llevan a la célula a morir de forma
programada no por apoptosis sino por necrosis con la tipica tumefaccion y
explosion celular (Vndenabeele y cols., 2010). Por los resultados encontrados
en nuestro trabajo, en el intersticio testicular del hamster sirio podria darse este
fendmeno de necroptosis en las células de Leydig. De esta manera una célula
en plena actividad esteroidogénica finalizaria su proceso vital por este
mecanismo con lo que no habria posibilidad de una senescencia celular con
células de Leydig avejentadas y con una disminucién importante de su
funcionalidad como se observa en el hombre (Paniagua y cols., 1991) o en
raton (Ruffoli y cols., 2001). Con respecto a la tercera cuestion pensamos que
es muy probable que exista tal solapamiento pues es conocido que la técnica
de TUNEL puede ser positiva en el nicleo de células con avanzada necrosis
(Huerta y cols., 2007), siendo necesario utilizar otras técnicas como la
microscopia electronica para confirmar la presencia de células apoptoticas. Aun
asi, no descartamos que no hayamos encontrado ultraestructuralmente células
de Leydig en apoptosis debido a una insuficiencia de nuestro muestreo, aunque
es claro que por los datos aportados en esta tesis la apoptosis no parece ser el
mecanismo principal causante de la disminucién del niamero de células de
Leydig con la edad. A lo maximo podria coadyuvar con la necrosis y ambas
tener la suficiente fuerza para desequilibrar las fuerzas de recambio, sea por
proliferacion de otras ceélulas de Leydig o por diferenciacion de precursores
como por ejemplo de los pericitos, los cuales como hemos observado
disminuyen su capacidad proliferativa con la edad. Por ultimo comentar el
hecho de que estas células necroticas no han sido observadas en los animales
regresados. Hasta cierto punto este dato es explicable ya que como dijimos no
hemos observado en nuestro estudio células de Leydig TUNEL positivas en
estos animales. Esto significaria que durante el periodo de regresion y de baja
actividad se produce una homogeneizacion de las células de Leydig siendo
todas ellas regresadas (Esquema A).

Los macrofagos intersticiales presentaron con microscopia electronica las

caracteristicas morfolégicas tipicas de células con caracter fagocitico. No
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observamos cambios destacables entre los grupos de edad. Las asociaciones
entre las prolongaciones de las células de Leydig y las invaginaciones de la
membrana plasmatica de los macréfagos fueron identificadas en los animales
de los tres grupos de edad. En los testiculos regresados el tamafio de la célula
asi como sus prolongaciones citoplasmaticas fueron menores como también
los contactos con las células de Leydig. La célula mioide mostré su morfologia
habitual en todos los grupos estudiados solo en los testiculos de animales
regresados, su grosor era mayor. La ultraestructura de los pericitos fue muy

similar en todos los grupos estudiados.

El aspecto ultraestructural de los macréfagos del intersticio testicular del
hamster observado en nuestro trabajo, es muy similar al encontrado en otras
especies con anterioridad. Claramente destaca que la morfologia de los
mismos sufre leves cambios en los animales envejecidos no disminuyendo los
contactos entre ellos y las células de Leydig. Estos datos son un signo mas del
buen estado celular de las células de Leydig del hamster Sirio con el paso del
tiempo. En otras especies estudiadas el envejecimiento causa un incremento
sobre todo de lipofucsina en el citoplasma de los macréfagos y una disminucion
en sus contactos con las células de Leydig (Giannessi y cols., 2005). Esto
altimo se relaciona con el papel regulador de los macréfagos en la sintesis de
testosterona por parte de las células de Leydig, en cuanto que la mayor
interrelacion entre ambos tipos celulares se da en las células de Leydig
jovenes, siendo este hecho un signo de su buen estado funcional (Miller y cols.,
1992).

Con respecto a la regresion debida a fotoperiodo corto volvemos a encontrar
diferencias respecto al envejecimiento. Es cierto que los macrofagos muestran
un aspecto muy similar a los de los controles pero su relacién con las células
de Leydig cambia al disminuir el nUumero de contactos, ya que la cantidad de
invaginaciones y evaginaciones de las membranas plasmaticas de ambos tipos
celulares disminuye. Evidentemente este segundo hecho probablemente se
relaciona con la menor actividad funcional de las células de Leydig en la

regresion testicular.
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Los resultados que hemos observado sobre las células mioides por un lado
confirman lo ya descrito anteriormente por Kurohmaru y cols., (1990) que no
observan cambios celulares especiales tras el fotoperiodo corto en esta célula.
Por otro lado, el no observar cambios celulares apreciables de caracter
ultraestructural en la célula mioide con la edad parece apuntar a que el
depdsito de tejido conjuntivo que se incrementa con la edad en la pared tubular
(Morales y cols.,2004) mas que un producto de la transformacion fibroblastica
de la célula mioide es consecuencia de una continua deposicion relacionada
probablemente con el paso del tiempo o una alteracion de la célula de Sertoli.
Por altimo, la poca variabilidad morfolégica de los pericitos en todos los grupos
estudiados estaria en consonancia con el caracter de célula indiferenciada y
probablemente madre, que se le ha adjudicado a esta célula en los ultimos

afos en el intersticio testicular (Davidoff y cols., 2004)

En sintesis, el estudio ultraestructural del intersticio testicular muestra
diferencias importantes entre el estado de fotoperiodo corto y el normal, que
afectan sobre todo a la célula de Leydig, la cual sufre una cierta involucién en
todas sus organelas relacionadas con la esteroidogénesis asi como una
pérdida de la relacion con los macrofagos (Esquema B). Por el contrario en el
intersticio, el envejecimiento afecta minimamente a la ultraestructura de las
células, ya sean de Leydig, macréfagos, pericitos o células mioides. Por ultimo,
no ha sido posible observar ultraestructuralmente células de Leydig con
morfologia tipica de apoptosis pero por el contrario si cé€lulas necroticas (solo
en los animales de fotoperiodo largo), que podemos asignar a las células tipo B
observadas con microscopio de luz y que mostraron una baja afinidad a la
testosterona. Tales células consideramos que son el estado final por la que se
produce la eliminacion de células de Leydig en el hamster sirio y en
consecuencia la via principal por la que se reduce la poblaciéon final de las
mismas con la edad (Esquema A). Al mismo tiempo las células que se
mantienen funcionales no muestran signos de senescencia o infuncionalidad
por lo que estas deben ser capaces en principio de equilibrar la produccién de
testosterona, sea por un aumento por célula de organelas implicadas en la
sintesis esteroidogénica o una mayor produccion por unidad celular, para que

esta no varie con la edad. Evidentemente no descartamos que en animales que
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tengan mas edad se pudiera romper este mecanismo reequilibrador y que la
sintesis de testosterona pudiera empezar ento

significativamente.
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Esquema A: Posible dindmica celular en el intersticio testicular del hamster sirio
adulto, envejecido y regresado por fotoperiodo corto que se derivan de los resultados

obtenidos en esta tesis. L (célula de Leydig), LN (célula de Leydig nueva), P (pericito).
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M qu/—j ey CONJUNTIVO
¥ Contactos INTERSTICIAL
macréfago-célula
de Leydig

VOLUMEN DE TEJIDO CONJUNTIVO PERITUBULAR: NO SE MODIFICA

ULTRAESTRUCTURA CELULA DE LEYDIG: DISMINUCION DEL
VOLUMEN CELULAR Y DEL NUMERO DE ORGANULOS
CITOPLASMATICOS.

MACROFAGO: NORMAL

Esquema B: Moadificaciones encontradas en nuestro estudio referente a la matriz
extracelular y a la ultraestructura de las células intersticiales en los animales

envejecidos y regresados por fotoperiodo corto respecto a los animales jévenes.
L (célula de Leydig), M (macréfago).
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Conclusiones

1.-El intersticio testicular del hamster Sirio no sufre alteraciones morfologicas
con la edad, pero si en aquellos animales con testiculo regresado por
exposicion a fotoperiodo corto y que se caracterizan por una importante
reduccion del diametro tubular, con una disminucién significativa del tamafio de
las células de Leydig. Hemos observado actividad proliferativa en las células de
Leydig, pericitos y células mioides asi como células de Leydig, pericitos y

células mioides TUNEL positivas.

2.-En la poblacion de células de Leydig de animales de 6, 12 y 24 meses
hemos identificado con microscopia de luz dos tipos de células de Leydig, que
hemos denominado células de Leydig de tipo A con la morfologia caracteristica
de esta célula y positivas a testosterona y células de Leydig de tipo B de
morfologia necrética también positivas a testosterona. Los resultados
semicuantitativos realizados han determinado que el porcentaje de células de
Leydig de tipo A y la positividad a testosterona siempre fue superior a las
células de tipo B en los tres grupos de edad. En los testiculos regresados no se

diferenciaron las células de Leydig de tipo A y de tipo B.

3.-La célula de Leydig es el tipo celular mas abundante porcentualmente, de los
estudiados en el intersticio testicular seguida del pericito y del macrofago. No
hubo cambios significativos en los tres grupos de edad. Asi mismo en animales

con testiculo regresado el porcentaje de células de Leydig siempre fue mayor.

4.-El indice de proliferacion celular es significativamente mayor en los pericitos
que en las células de Leydig y las células mioides pero dicho indice disminuye

durante el envejecimiento. Durante la regresién por fotoperiodo corto, el indice
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de proliferacién de pericitos y células mioides se increment6. Sin embargo, no
se observaron modificaciones en el indice de proliferacion de células de Leydig

ni durante el envejecimiento ni en testiculos regresados.

5.-La actividad apoptética en el intersticio testicular (valorada mediante la
técnica de TUNEL) no es muy elevada y el indice de células TUNEL positivas
siempre es menor que el indice de células en proliferacion. No se observé
variacion de este indice apoptético con la edad ni en células de Leydig, ni en
células mioides, pero si disminuye en el caso de pericitos. En testiculos
regresados no observamos actividad apoptotica (células TUNEL positivas) en

el intersticio testicular.

6.-Las células de Leydig expresan en su citoplasma las proteinas HSP-47 y
colageno IV (05), no observandose alteracion en el porcentaje de expresion a
estas proteinas durante el envejecimiento. Durante la regresion por fotoperiodo
corto aumenté el porcentaje de expresion de HSP-47 y disminuy6 el del
colageno IV (ab).

7.-El volumen de tejido conjuntivo intersticial no sufre modificaciones con la
edad, pero disminuye en los casos de regresion testicular. Esta disminucién
debe estar asociada a la destruccion de parte de este tejido durante la fase de
regresion por la exposicion a fotoperiodo corto. Por el contrario, con la edad se

produce un aumento significativo del volumen de tejido conjuntivo peritubular.

8.-Las células de Leydig no presentan cambios ultraestructurales con la edad,
ya que no hay aumento de las estructuras celulares asociadas al
envejecimiento o a la involucidon funcional. Sin embargo, tras la regresion
debida a fotoperiodo corto hay una disminucién del tamafio celular y del
namero de organulos citoplasmaticos en las células de Leydig, lo que indica
una disminucion de su funcionalidad. Las caracteristicas ultraestructurales de
los pericitos, macrofagos y células mioides fue similar en todos los grupos

estudiados.
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9.-No observamos ultraestructuralmente células de Leydig en apoptosis, sin
embargo si encontramos en los tres grupos de edad, de animales no
regresados, células en diversas fases de necrosis. Las células necroticas
muestran unas caracteristicas morfologicas especificas, y se corresponden a

las células de Leydig de tipo B observadas al microscopio éptico.

10.-El intersticio testicular del hamster sufre pocas modificaciones con el
envejecimiento, aunque un menor recambio de células de Leydig asociado a
una muerte constante de ellas, de caracter necroético, puede causar su
disminucién. Contrariamente tras el fotoperiodo corto los cambios celulares en
las células de Leydig son evidentes, la proliferacion de los pericitos es mayor y

no hay muerte celular en el intersticio.
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Resumen

El aparato reproductor durante el envejecimiento y la exposicion a fotoperiodo
corto manifiesta un declive de la funcidn testicular que se refleja en una
disminucién de la espermatogénesis y de los niveles de testosterona en la
mayoria de mamiferos estudiados, pero existe una especie con reproduccién
estacional que a diferencia del resto, no disminuye sus niveles de testosterona
de manera significativa con la edad, es el hamster sirio Mesocricetus auratus.
La actividad tisular depende del equilibrio entre los fendmenos de proliferacion
y apoptosis de las células del mismo y tiene una fuerte influencia en ella la
matriz extracelular. La proliferacion y la apoptosis se han estudiado en el
envejecimiento y en la exposicion a fotoperiodo corto del epitelio seminifero
pero no en las células que componen el intersticio testicular y no se ha
valorado bien la influencia en ellas de la matriz extracelular. La presente tesis
tiene como objetivos: a) valorar la actividad proliferativa y apoptética de varias
de las células del intersticio testicular como son las células de Leydig,
macréfagos, pericitos y células mioides en el hamster Mesocricetus auratus
durante el envejecimiento y tras la exposicion a fotoperiodo corto y b) estudiar
en ambas situaciones las posibles modificaciones de la matriz extracelular, c)
estudiar si se producen alteraciones morfologicas y ultraestructurales en las
células y en el tejido conjuntivo intratubular y peritubular durante el
envejecimiento y tras la exposicion a fotoperiodo corto y d) analizar
histoquimicamente la actividad esteroidogénica de las células de Leydig. Para
ello hemos utilizado 26 hamsters (13 animales de 6 meses, 8 animales de 12
meses, 7 animales de 24 meses y 11 animales de 6 meses expuestos a
fotoperiodo corto). Hemos extraido los testiculos y los hemos procesado para

microscopia oOptica y microscopia electronica, hemos realizado la tincion de
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Tricrbmico de Masson y la posterior realizacion de técnicas
inmunohistoquimicas; PCNA (Técnica de deteccion de células en proliferacion),

TUNEL (Técnica de deteccibn de apoptosis “in  situ”), técnica
inmunohistoquimica para la deteccion de testosterona, técnica para la
deteccién de células de Leydig que expresan HSP-47, técnica para la deteccién
de células de Leydig que expresan colageno IV (a5). Se ha determinado el
indice de proliferacion y apoptosis de los tipos celulares anteriormente
mencionados asi como el porcentaje de cada uno de ellos, el porcentaje de
células de Leydig que contienen testosterona, el porcentaje de células de
Leydig que contienen colageno IV (a5), el porcentaje de células de Leydig que
expresan HSP-47. También se ha calculado la cantidad de tejido conjuntivo
gue esta presente en el area intersticial y tubular de todos los animales. A
continuacion se realizaron los oportunos analisis estadisticos. Los resultados
fueron los siguientes: a) el intersticio testicular no presenta alteraciones
histol6gicas en los animales de 24 meses, b) se diferenciaron desde el punto
de vista histoldgico tanto a nivel de microscopia éptica como electronica dos
tipos de células de Leydig que hemos denominado tipo A y tipo B. Estos dos
tipos celulares estan presentes en los animales de 6, 12 y 24 meses, c) la
célula de Leydig mas abundante porcentualmente es la de tipo A que tiene una
morfologia normal y es la que presenta mayor porcentaje de células positivas a
testosterona, en los tres grupos de animales, mientras que la célula de Leydig
de tipo B presenta caracteristicas de una célula necrética y d) en cuanto a la
proliferacion se observaron diferencias significativas en el indice de
proliferacion de pericitos a los 24 meses que fue menor respecto a los de 6, 12
meses y animales con testiculo totalmente regresado (p<0.05), siendo mayor
en estos animales con testiculo regresado frente a los de 6, 12 y 24 meses
(p<0.05). Las células de Leydig mostraron un porcentaje de proliferaciéon que
no varid significativamente con el tiempo, aunque si fue superior en animales
con testiculo regresado frente a animales de 24 meses (p<0.05), e) respecto a
la apoptosis (TUNEL) esta fue detectada en la célula de Leydig, pericito y
célula mioide pero no vario significativamente respecto a los hamsters jovenes,
salvo en el pericito que fue superior en animales de 12 meses frente a animales
de 24 meses. Los porcentajes de apoptosis fueron menores que los de

proliferacion. El pericito y la célula de Leydig no mostraron actividad apoptotica
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(TUNEL) en animales con testiculo regresado, f) se observaron diferencias
significativas entre el porcentaje de todos los tipos celulares y estas diferencias
varian con el tiempo (p<0.05), siendo las células de Leydig las mas abundantes
relativamente en los tres grupos, seguida del pericito y por ultimo el macrofago
(p<0.05). El porcentaje de pericitos fue mayor en animales de 24 meses que en
animales de 12 meses y con testiculo totalmente regresado (p<0.05). No se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de células de Leydig
positivas a testosterona, g) el volumen de tejido conjuntivo intersticial en
animales de 6, 12 y 24 meses fue superior a animales con testiculo regresado,
mientras que el porcentaje de tejido peritubular fue superior en animales de 24
meses frente a 6 y 12 meses (p<0.05). El porcentaje de células de Leydig
positivas a HSP-47 fue mayor en animales con testiculo regresado mientras
gue para las células de Leydig positivas a colageno IV (a5) fue menor en estos
animales (p<0.05) frente al resto, h) ultraestructuralmente se observo pocas
alteraciones celulares en la célula de Leydig durante el envejecimiento
encontrdndose solo en los tres grupos de edad células de Leydig con
morfologia tipicamente necrotica y no apoptética. En conclusion, el
envejecimiento del intersticio testicular del hamster Mesocricetus auratus en
base al estudio realizado muestra una disminucion de su actividad proliferativa
centrada en los pericitos, no observandose alteraciones importantes en la
proliferacion y apoptosis de los otros tipos celulares estudiados. Esto puede
suponer una disminucion en la capacidad regenerativa de este compartimento
celular y en ocasiones con la edad la disminucion del nimero de células de
Leydig. Junto a ello una continua muerte de células de Leydig a través de una
via probablemente necrética puede coadyuvar a tal disminucién. Por el
contrario en los animales con testiculo totalmente regresado se producen
alteraciones morfoldgicas y ultraestructurales importantes, en concreto en la
proliferacion de pericitos que puede estar relacionada con una recuperacion
tanto de las células intersticiales como de la generacion de nuevos vasos
durante el periodo de recrudescencia. El aumento significativo en el porcentaje
de células de Leydig positivas a HSP-47 puede que se relacione con la
destruccion previa de colageno y posterior restauracion del intersticio testicular,

mientras que la disminucion de la expresiéon de colageno IV (a5) estaria
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relacionado con la involucion funcional que sufre la célula de Leydig durante el

periodo de regresion.
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