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RESUMEN

JUAN MANUEL MEDINA HERNANDEZ. Identificacidn de las células testiculares
de hamster y cuyo en muestras obtenidas por puncidén con aguja fina. (Ba-

jo la direccidén del MVZ Jorge Tolosa Sdnchez).

Con el propdsito de establecer los parametros de identificacidén de los di-
ferentes tipos de células testiculares de hamster y cuyo obtenidos por el
método de puncidn con aguja fina, se puncionaron los testiculos derechos
de 15 hamsters y 15 cuyos sexualmente maduros; con el material bioldgico
obtenido se realizaron 2 frotis por animal. El testiculo izquierdo se co
lectd para medir los didmetros nucleares de los distintos tipos celulares
y compararlos con los didmetros de las células obtenidas por puncién. En
hémster y cuyo respectivamente los didmetros nucleares de células testicu
lares en corte histoldgico fueron: 6.34 o 0.34, 6.91 % 0.58 micras en es-—
permatogonias; 8.1 + 0.34, 8.59 % 0.43 micras en espermatocitos primarios;
5.38 * 0.86, 5.43 * 0.25 micras en espermdtidas; 11.21 f 0.28, 12.5 80°8
micras en células de Sertoli; 7.16 £ 0.15, 7.44 % 0.26 micras en células
de Leydig. En los frotis de hamster los resultados fueron: 9.7 £ 1.2 mi-
cras en espermatocitos primarios; 13.3 t 1.49 micras en células de Serto-
1i; 7.9 T 0.47 micras en células de Leydig. En los frotis de cuyos las
medidas fueron: 10.62 ¥ 0.99 micras en espermato¢itos primarios; 7.79 il
0.29 micras en espermatidas; 16.4 iz 1.97 micras en células de Sertoli. Se
encontrd una diferencia (P<0.05) entre los didmetros de los nficleos de -
los cortes histoldgicos y los niicleos observados en los frotis en ambas -
especies. Esta diferencia morfométrica se explica por el distinto proce-
samiento y tratamiento de las muestras. Sin embargo, los pardmetros mor-

fométricos junto con los morfoldgicos permiten la identificacién facil de

los distintos tipos celulares.



DEDIECATORTIA

A mis padres porque siempre
me han brindado su apoyo vy

confianza.

A mi asesor por su valiosa

colaboracién.




RESUMEN . . .

INTRODUCCION .

MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS . . .

DISCUSION . . .

CONCLUSIONES . .

LITERATURA CITADA .

FIGURAS ., . . .

CUADROS . . . .

CONTENIDO

ii



INTRODUCCION

La importancia del estudio de la actividad reproductiva en las -
distintas especies y los diversos aspectos relacionados con ella resulta-
evidente, ya que dicha actividad es una caracteristica esencial en la vi-
da productiva del animal

El diseno de métodos que tengan como fin valorar la funcionalidad
testicular es de importancia relevante, ya que ello permite, entre otras-
cosas, la exploracidén de factores que pudieran afectar dicha funciona- -
lidad.

Entre los métodos para evaluar la fertilidad en machos, se inclu
yen la capacidad de éstos para prehar a la hembra (5), asi como el examen
clinico general del aparato reproductor (3,9),examen del eyaculado (5) y
biopsia testicular (4). Recientemente se ha reportado (1), que la puncidn
citoldgica con aguja fina podria ser utilizada en la valoracidn de la es-
permatogénesis en el humano. Este autor (1), sefiala que dicha prueba es
inocua y permite una valoracidn morfoldgica directa de las estructuras --
del testiculo y una correcta valoracidn de la espermatogénesis; anterior-—
mente (8), esta técnica fue valorada y utilizada para el diagndstico de -
cambios patolégicos de este drgano. Sin embargo, ninguno de los autores -
que ha propuesto el uso de dicha técnica ha establecido un patron morfolé
gico cuantificable de los distintos tipos celulares, sino que se abocan a
dar sblo unos pocos datos de apreciacidn morfoldgica subjetiva para la --
identificacidn de los diversos tipos de células.

Tradicionalmente y en términos generales, los animales de labori
torio han sido utilizados para el estudio de los diversos factores que --
afectan la actividad reproductiva de los animales y el hombre. El cuyo =--

por ejemplo se ha utilizado para el estudio del papel de los andrdgenos -



en la maduracidén de los espermatozoides de epididimo (2), el hdmster se -
ha utilizado (7), para estudiar la viabilidad de los espermatozoides de -
epididimo después de tratamiento con testosterona en animales gonadectomi
zados.

En vista de que en la literatura revizada no se encontrd que esta
técnica haya sido utilizada en animales y que parece ser un método Gtil,
al menos en humanos, para la valoracidén de la actividad testicular, el --
presente trabajo se realizdé con el propdsito de establecer los parametros
de los diferentes tipos de células del testiculo de hamster y cuyo, obte-

nidos por el método de puncién con aguja fina.
MATERIAL Y METODOS:

Se utilizaron 15 hamsters y 15 cuyos, machos, sexualmente maduros
a los cuales se les practicd una puncién con aguja fina en el testiculo -
derecho. La técnica de puncidén se realizd de la la siguiente manera: en -
primer término -como una sola persona realizd el procedimiento y no se --
contaba con los recursos adecuados para sujetar a los animales- se anes-
tesiaron los animales; después, con los dedos Indice y pulgar se inmovili
z6 el testiculo sin presionar demaciado. Se introdujo una aguja calibre--
22 (con su jeringa acoplada) en el parénquima testicular. En este momento
se jald el émbolo para provocar asi una presién de succidn; de esta forma
se hicieron varios movimientos rdpidos de arriba abajo a la vez que se —--
cambiaba de direccién la aguja. El vacio obtenido es suficiente como para
aspirar material celular, el cual queda depositado en la aguja sin pasar-
a la geringa. Posteriormente se retird la jeringa, en este momento se de-
j6 que la presién de succibén se pierda y en sequida, con el &mbolo, se --
empuja el aire contenido en el cuerpo de la jeringa de esta manera el ma-

terial celular es dirigido hacia el exterior de la aguja. Este Gltimo pro



cedimiento debe de llevarse a cabo sobre un portaobjetos limpio, la aguja
debe apuntar hacia €1, de tal manera que el material celular se deposite-
en su superficie. Con el material bioldgico se realizd un frotis sobre el
portaobjetos e inmediatamente se fijé la mitad del total del frotis en --
acetona y la otra mitad en alcohol de 96°,durante media hora cuando menos.

De cada animal se hicieron cuando menos dos frotis, de éstos uno
se tifi6 con la técnica del &cido peridédico de Schiff (PAS) y el otro con-
la técnica de Papanicolaou, se deshidrataron en alcohol de diferentes gra
duaciones, se aclararon con xilol y se montaron en resina sintética. Del
testiculo izquierdo se recolectaron pequehos fragmentos de o.5 cm3 aproxi
madamente, los cuales se fijaron en solucidén de Bouin durante seis horas.
Posteriormente, los fragmentos se lavaron con alcohol de 50° hasta quitar
el exceso de acido picrico, despuds se procesaron para inclucidén en para-
fina. De cada fragmento se hicieron cortes de aproximadamente 6 micras de
grosor la mitad de los cuales se tindé con la técnica de hematoxilina y eo
sina mientras que la otra mitad con la técnica de PAS. Todos los cortes -
una vez tefiidos se deshidrataron con alcoholes de diferentes graduaciones

que se aclararon con xilol y se montaron con resina sintética,

Para la identificacidén de los diferentes tipos celulares en el -
parénquima testicular se observaron sus caracteristicas morfol8gicas y se
midieron los didmetros de los niicleos de cuando menos 6 c&lulas de cada -
tipo, para ello se utilizd un micrdmetro para ocular Karl Zeiss de 10 mi
limetros con 100 divisiones numeradas de 20 mm de didmetro y un portaobje
to graduado. En los cortes de los testiculos de hamsters y cuyos se midie
ron los nlicleos de las espermatogonias A, espermatocitos primarios, esper
métidas, células de sostén o de Sertoli y células de Leydig. En los frotis

de testiculo de himster se midieron Unicamente los nlicleos de espermatoci-



tos primarios, células de sosten o Sertoli y células de Leydig o células
intersticiales; mientras que en los frotis de testiculo de cuyo, sblo s&
lo se midieron espermatocitos primarios, espermitidas y células de sostén
o de Sertoli. Tanto en hdmster y cuyos sblo se midieron los didmetros de
los niicleos de las espermatidas tardias, es decir, aquellas que iniciaron
el procoso de la espermatogénesis, sdlo presentaban en el citoplasma un -
pequefio grumo PAS positivo en el citoplasma cercano al niicleo.

Para determinar si existia una diferencia en el didmetro nuclear
de las células obtenidas por puncidén con aguja fina y las obtenidas por -

corte histoldgico se utilizd la prueba estadistica de t de Student.
RESULTADOS :

HAMSTERS :

En los cortes histolSgicos de los testiculos de hamster fue posi
ble la identificacidn de las siguientes células de la linea germinal: es-
permatogonias, espermatocitos primarios, espermidtidas y espermatozoides;
también se identificaron células de sostén o Sertoli y células intersti--
ciales o de Leydig.

En hémster las caracteristicas de las espermatogonias fueron un-
nficleo redondo con cromatina dispersa de manera homogénea y que ocacional
mente presentd un nucléolo, el citoplasma fue escaso; el didmetro medio -
de los niicleos de estas células fue de 6.34 * 0,3 micras. Las caracteris-
ticas morfoldgicas de los espermatocitos primarios fueron las de un nd --
esférico grande con pequefios grumos caracteristicos de cromosomas en face
de paquinema-diplonema con citoplasma ligeramente mds abundante que las -
espermatogonias; el didmetro del nficleo de estas células fue de 8.1 * 0.3
micras. En relacién con las caracteristicas morfoldgicas de las esperma--

tidas tempranas, éstas fueron las de un nlicleo esférico con cromatina dis



persa de manera homogenea con un nucléolo voluminoso y central, el cito--
plasma es ligeramente aciddéfilo y presenta un ligero grumo fuertemente po
sitivo a la tincidn de PAS en una regidén cercana al niicleo; el didmetro -
del niicleo de estas células fue de 5.38 f_0.86 micras. Respecto a las ca-
racteristicas morfoldgicas de las células de sostén o Sertoli, éstas pre-
sentaron un niicleo voluminoso, ovoide, con cromatina dispersa y un nucléo
lo pfominente; el eje mayor del niicleo estd dispuesto en forma radial con
respecto al centro del tibulo, el citoplasma es abundante y se dispone en
forma piramidal con el vértice de la pirdmide apuntando hacia el centro -
del tfibulo y mantiene una relacién estrecha con las células germinales en
proceso de diferenciacién. El didmetro mayor del niicleo de estas células-
midié 11.21 * 0.28 micras. Por dltimo, en relacién con las caracteristi--
cas morfolégicas de las células de Leydig, es prudente destacar la presen
cia de un niicleo esférico que tiende a ser central y la presencia de un -
gran niimero de vacuolas en el citoplasma, estas células se localizaron -
siempre fuera de los tfibulos seminiferos en Intima asociacidn con los va-
sos sanguineos situados en el tejido conjuntivo inetrsticial. El didmetro
del nficleo de estas células fue de 7.16 ¥ 0.15 micras.

En los frotis de material biolbgico de teticulo de hamster obte-
nido por puncidén con aguja fina fue posible la identificacién de esperma-
tocitos primarios, células de sostén o de Sertoli y células de Leydig o -
intersticiales (Fig. No. 1 y 2). Las caracteristicas morfoldgicas da cada
una de estas células fueron similares a las de las células observadas en-
los cortes, sin embargo el didmetro medio de los niicleos de dichas célu--
las presento una diferencia en tamano estadisticamente significativa (P<
0.05). Ver Cuadro No. 1. El didmetro mayor del nlicleo de las células de -
Sertoli fue de 13.3 T 1.49 micras; el didmetro medio del niicleo de las cé

lulas de Leydig fue de 7.49 * 0.47 micras; el didmetro medio del nlicleo -



de los espermatocitos primarios fue de 9.7 * 1.2 micras.

Cabe sefialar que en los frotis de los testiculos de hdmster las -
células de Leydig fueron muy escasas pues s6lo se pudieron identificar en-
los frotis de 8 animales, asimismo los espermatocitos primarios aunque es-
mds ficil su identificacién y localizacién en los frotis, &stos sélo pudie
ronser observados en los frotis de 13 animales de los muestreados.

Cabe sefialar tambien que en los frotis de h&mster no se midieron-
los nlcleos de las espermatogonias y espermitidas debido a que eran muy es

casas.,
CUYOS::

En los cortes histoldgicos de los testiculos de cuyo fue posible-
la identificacién de las siguientes células de la linea germinal: esperma-
togonias, espermatocitos primarios, espermitidas y espermatozoides;también
se identificaron células de sostén o Sertoli y células intersticiales o de
Leydig

Las caracteristicas morfoldgicas de los distintos tipos célulares
fueron similares a la de los hamsters, pero las medidas de los didmetros -
de los nficleos fueron ligeramente diferentes. El didmetro del nicleo de --
las espermatogonias fue de 6.91 t* 0.58 micras; en los espermatocitos prima
rios se encontrd un didmetro nuclear medio de 8.59 * 0.43 micras; el didme
tro del nficleo de las espermitidas fue de 5.43 I 0.25 micras; el didmetro-
medio de los nficleos de las células de Sertoli fue de 12.5 X 0.83 micras.

En los frotis de material bioldgico de los testiculos de cuyo ob-
tenidos por puncién con aguja fina fue posible la identificacién de esper-
matocitos primarios, espermitidas y c€lulas de Sertoli (Figuras No. 3 y 4).

Las caracteristicas morfoldgicas de cada una de estas células fue

ron similares a las de las células observadas en los cortes histoldégicos:

.



sin embargo se encontrd una diferencia estadisticamente significativa de -
(P< 0.05) en el tamafio del di&metro medio en el nficleo de dichas células.
El didmetro de los nficleos de espermatocitos primarios fue 10.62 * 0.99 mi
cras; el didmetro del niicleo de las espermidtidas fue de 7.79 * 0.29 micras
y el didmetro mayor de las células de Sertoli fue de 16.47 * 1.97 micras.
(Ver cuadro No.1).

Cabe seflalar que en los frotis de cuyos no se midieron los niicleo

de espermatogonias y células de Leydig debido a que eran muy escasas.

DISCUSION:

De los resultados obtenidos se puede decir que el material biols-
gico obtenido por puncidén con aguja fina permite realizar frotis en los -
cuales es posible observar distintos tipos celulares propios del testiculo,
Como lo sefialan ciertos autores (1,8), la técnica es rdpida y facil de rea
lizar y por lo general serobtienen buenos resultados; cabe agregar que, --
aunque en la literatura revizada no se encontraron trabajos experimentales
para probar la inocuidad del método, algunos autores (1,8), aseguran que el
método es indcuo y que no existen contraindicaciones en su uso.

La identificacidn de las células propias del testiculo obtenidas-
por puncidén con aguja fina es sumamente sencilla si se toman en cuenta to-
das las caracteristicas morfoldgicas y morfométricas de los nlicleos, vya -
que las caracteristicas citoplasmdticas pueden ser similares. Antes de ver
los frotis para la i;éntificacién de los diversos tipos celulares es nece-
sario observar con cuidado todos los detalles morfoldgicos de las células
testiculares en cortes histoldgicos de este 6rgano. Tomando en cuenta las
caracteristicas mencionadas podemos agrupar a las células en dos grandes -
grupos: Las de niicleo voluminoso y las de nicleo pequefio. En las primeras

incluimos a las células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos prima



rios, en las segundas quedarian incluidas las espermdtidas, los espermato--
zoides y las células intersticiales o de Leydig.

para distinguir las células de nficleo voluminoso entre si es per-
tinente tomar en cuenta la presencia de un nucléolo central que generalmen
te aparece de color rosado cuando el frotis se tifie con la técnica de Papa
nicolaou, cuando esta caracteristica se cumple se puede asegurar que se -—-
trata de una célula de Sertoli., En cambio cuando el nlicleo presenta grumos
muy manifiestos y nitidos que corresponden a cromosomas en proface de meio
sis I se asegura que se trata de un espermatocito primario. Las espermato-
gonias se pueden distinguir de las dosrcélulas anteriores porque carecen -
nucléolo manifiesto y de grumos de cromatina dispersa de manera desigual.

pPara distinguir a las células de nucleo pequefio entre si, las ca-
racteristicas morfoldgicas que tenian que tomarse en consideracidn para po
der diferenciar los dos linicos tipos celulares que podrian confundirse (las
espermatidas y las células de Leydig) son la presencia de un nucléolo volu
minoso y central y de un grumo en el citoplasma yuxtanﬁélear fuertemente -
PAS positivo que corresponde al aparato de Golgi, cuando estas caracteris-
ticas se cumplen se asegura que se trata de una espermatida. En cambio, las
células intersticiales o de Leydig presentan un citoplasma vacuolado y el
niicleo con cromatina ligeramente més condensada.

Aunque se encontrd una diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05), entre los didmetros de los nlicleos de las c€lulas observadas en
los cortes histoldgicos y en las células observadas en los frotis la pro--
porcién que guardan entre «{ los tamanos de los nlicleos de los diferentes-
tipos celulares en los cortes se conservé en los frotis,

En cuanto a las causas de la diferencia de tamafio de los niicleos-

de las células presentes en los cortes histoldgicos y los niicleos de las -
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células en los frotis, se puede decir que son debidas fundamentalmente a -
los métodos de fijacifn empleados en ambos procedimientos, Se sab; (e); —=
que el fijador de Bouin es el fijador de eleccidn cuando se quiere evitar-
al mdximo la distorsidn de los elementos que constituyen el parénquima tes
ticular, encambio la acetona es un fijador de uso limitado debido a la dis
torsidén que suele ocasionar en los tejidos, algunos investigadores conside
ran que es mejor para el caso del testiculo el alcohol de 96° como fijador

Azua Blanco (1), aparentemente es el investigador que con mas de-
talle ha descrito los diferentes tipos celulares del testiculo en frotis -
de material biol8gico obtenido por puncién con aguja fina. Esta autor sefia
la que en el hombre -finica especie con la que trabaja- las células de --
leydig y de Sertoli son parecidas y que s6lo se distinguen una de otra por
que las primeras presentan en su citoplasma en el 50% de los casos, crista
les de Reinke. De acuerdo con los resultados del presente trabajo existen-
caracteristicas tales como el didmetro nuclear que ayudan mucho en la iden
tificacién de estos dos tipos celulares. En relacidn con las células germi
nales este autor sblo describe algunos cuantos aspectos morfoldgicos que -
dificilmente permiten distinguir un tipo celular de otro y no hace hinca--
pid en lo relativo al didmetro nuclear; esta caracteristica morfométrica -
aunada a algunas caracteristicas morfolégicas permiten distinguir los dis-
tintos tipos celulares de la linea germinal.

El método de puncién con aguja fina utilizado en testiculo es un-
método sencillo y fadcil de realizar que en muchos casos podria ser sustitu
to de la biopsia testicular, este método permite la valoracidén de diversos
aspectos relacionados con la fisiologia testicular, y aunque diversos auto
res insisten en que se trata de un método que no es perjudicial es necesa-

rio corroborar mediante un trabajo experimental si efectivamente se trata-
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de un método indcuo. Cabe por {iltimo sefialar que toda persona que desee --
adiestrarse en la identificacidn de los distintos tipos celulares propios-
del testiculo obtenidos por puncidn con aguja fina, debe entrenarse prime-
ro en la identificacidén de estas células en cortes histoldgicos de este Or

gano,
CONCLUSIONES:

En los frotis de himster se establecieron los paré@metros de los -
nficleos para la identificacibn de espermatocitos primarios, células de Ser
toli y células de Leydig, asi como en los frotis de cuyo se establecieron
los pardmetros de los nficleos para la identificacién de espermatocitos pri
marios, espermdtidas y c8lulas de Sertoli,

Los parametros que para la correcta identificacidn de los distin-
tos tipos celulares del testiculo deben ser considerados, son las caracte=
risticas morfol8gicas y de tamafio del difmetro nuclear de dichas células;
si no se toman en cuenta ambos par@metros es dificil asumir que se ha hecho
una identificacién correcta.

Al usar el método de puncidén con aguja fina el difmetro nuclear -
de los distintos tipos celulares es mayor cuando lo comparamos con los dié
metros de los mismos tipos celulares pero procesados para cortes histolégi,
cos. Sin embargo la diferencia proporcional entre las distintas medidas de
diametro nuclear para los diferentes tipos celulares se conserva con la téc

nica de puncién.
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Figura No.1 - Microfotografia de frotis de material bioldgico
de testiculo de himster obtenido por puncién con aguja fina -
donde se observan los niicleos de dos células de sostén o de -
Sertoli (S) sefaladas con flechas. Técnica de Papanicolaou --

(160 X).
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Figura No. 2 - Microfotografia de material biolégico de tes-
ticulo de hamster obtenido por puncién con aguja fina donde-
se obsrva el nficleo de un espermatocito primario (EP) sefiala

do con flechas. Técnica de Papanicolaou. (160 X).
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Figura No. 3 - Microfotograffa de frotis de material biol8gico
de testiculo de cuyo obtenido por puncion con aguja fina don-
de se obsrva el niicleo de un espermatocito primario (EP) sefa-~

lado con la Flecha. Técnica de Papanicolaou (160 X).



Figura No.4 - Microfotografia de frotis de material biol8gico
de testiculo de cuyo, obtenido con puncidn con aguja fina, ~--
donde se observan los nficleos de c&lulas de Sertoli (S), esper
mdtidas (e) y espermitida temprana (E) sefialados con flecha. -

Técnica de Papanicolaou. (160 X).



TIPO
CELULAR

ESPERMATOGONIAS

ESPERMATOCITOS
PRIMARIOS

ESPERMATIDAS

SERTOLI

LEYDIG

Cuadro No.1 En este cuadro se pueden observar la comparacién en los didmetros de los
nlicleos de los distintos tipos de células testiculares tanto en cortes histoldgicos-
como de los frotis obtenidos por puncidn con aguja fina.las medidas estan en micras.

H A M S T E R S @ U b4 (0} S
TOTAL DE TOTAL DE TOTAL DE TOTAL DE
NUCLEOS CORTE NUCLEOS FROTIS NUCLEOS CORTE NUCLEOS FROTIS
MEDIDOS HISTOLOGICO MEDIDOS MEDIDOS HISTOLOGICO MEDIDOS
540 6.34 £ 0.34 e ————— 540 6.91 * 0.58 — e
o5 * * * *
540 8.1 £ 0.34 79 9.7 X 1.2 540 8.59 * 0.43 90 10.62 * 0.99
% * + *
540 5.38 X 0.86 — e 540 5.43 ¥ 0.25 90 7:79 % .0.29
* * * o.8" 4197
540  11.21 * 0.28° 90 139 £ a9 9400 0.5 - 0.8 =0 tests 1
* *
540 7.16 * 0.15 49 7.9 X 0,47 540 744 % 0,26 —— mmmeee

* Se encontr8 una diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05), entre los
difmetros de los nficleos de las c€lulas del mismo tipo obtenidas tanto en corte
histolégico como de los frotis obtenidos por puncién con aguja fina.

A1
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