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INTRODUCCION

La capacidad de una célula para interactuar con ceélulas
circundantes hé sido un fendmeno evolutivo a 1la par de 1la
evolucidén de las especies, lo cual esta relacionado en forma
importante al proceso de embriogénesis, organogénesis y
diferenciacion. El conocimiento de la fisiologia celular del
testiculo ha evolucionado a la par del desarrollo de la especie
humana. En las culturas antiguas (Romanos, Griegos, Egipcios), ya
se conocia el efecto de la castracién en animales y en seres
humanos. Mas recientemente el estudio de la anatomia ha dado con
detalle la naturaleza estructural del testiculo, en la cual se han
basado los estudios de su funcion.

El examen microscopico inicial de la espermatogénesis en el
interior de los tibulos seminiferos fﬁe realizado entre 1830 y
1860, Enrico Sertoli en 1865 describié la presencia de células
especiales ramificadas en los tibulos seminiferos del testiculo de
humano que actualmente llevan su nombre y postuld: "....la funcidén
de las células ramificadas estda ligada a la maduracién de las
células germinales (....) con formacién final de espermatozoides".

En 1899 Peter corrobord este hallazgo y concluyd gque el
arreglo argquitecténico que caracteriza a las células germinales y
a las de Sertoli representa un claro ejemplo de la importancia de
la interaccién ambiental entre las diferentes células del

testiculo.



En 1930 Swith observé que la femocién de la hipofisis inhibia
el proceso de espermatogénesis lo cual inicié una serjie de
investigaciones sobre la fisiologia testicular que contindan hasta
la fecha. La hipétesis original establecia que las hormonas actua-
ban directamente sobre las células germinales, pero posteriormente
se demostrd que el efecto primario hormonal se ejercia sobre las
células somdticas.

Finalmente en 1978 Fritz sugirié la existencia de interacciones
célula-célula en la regulaciéon de la funcién testicular. En los
dltimos afos esta area de investigacidén ha recibido gran atencidn
y se ha documentado la existencia de una intrincada red de sefales
de regulacién paracrina en el testiculeo (1).

ORGANIZACION ARATOMICA

El escroto estd compuesto por una capa de epitelio escamoso
estratificado, una suave capa muscular el Dartos, y una capa de
tejido conectivo. La funcién principal del escroto es mantener la
temperatura del testiculo y del epididimo alrededor de 33 °C. -

El testiculo humano es un organo par gue pesa en promedio entre
15-19 gr, es de forma oval y se encuentra localizado en la bolsa
escrotal. El testiculo derecho es usualmente 10% mds grande que el
izquierde. De fuera hacia adentro el testiculo se encuentra
recubierto por varias capas de tejido, las tunicas vascular,
vaginal y la albuginea. Macroscopicamente esta dividido por septos
en diferentes compartimentos en los gue se encuentran los tubules

seminiferos.



A los tubulos seminiferos les corresponde el mayor porcentaje
del volumen testicular (85%). ﬁl tejido intersticial, que incluye
a las células de Leydig, células miocides, vasos sanguineos, y
vasos linfaticos; forma la porcién restante del volumen
testicular. En contraste con el adulte, el tejido intersticial
representa el mayor porcentaje de volumen testicular en la etapa
prepuberal.

El volumen testicular se incrementa progresivamente durante 1la
nifiez siendo mas rdpido durante la adolescencia temprana. El
didmetro de los tubulos seminiferos también se incrementa después
de la pubertad. (2)

En el adulto es posible reconocer 4 tipos celulares principales en
el testiculo:

I. Intratubulares

1. Células de Sertoli. Estas proporcionan apoyo estructural vy
funcional para la maduracidn de células germinales,

2. células germinales. Espermatogonias, espermatocitos primarios
y secundarios, espermidtides y espermatozooides.

Las células de Sertoll descansan en la membrana basal del tubulo
seminifero y en su citoplasma se encuentran embebidas las células
del epitelio germinal.

II. Extratubulares:

3. Células mioides peritubulares localizadas en la superficie
externa de los tubulos y extendiéndose hasta las porciones distales

de la rete-testis y el epididimo.



4.  Células de Leydig se encuentran en el intersticio y son las
responsables de la produccidn de andrdgenos.

La barrera hematotesticular se establece durante la pubertad;
Y se forma de la unidn especializada entre la célula de Sertoli y
la membrana basal, logrando gue el microambiente testicular sea
similar en su contenido de iones, aminoacidos y proteinas, gque el
plasma o la linfa (1).

La formacién de los gametos masculinos (espermatogénesis)
ocurre en los tubulos seminiferos del testiculo. El proceso es
continuo en el adulto y envuelve eventos mitéticos y meiodticos.
Durante el desarrollo embrionario, las células germinales pri-
mordiales migran desde el saco vitelino hasta el botén germinal.
El desarrollo testicular fetal requiere de las células germinales
primordiales (gonocito) y del elemento somatico del tubulo
seminifero (célula de Sertoli). Durante el desarrollo fetal,
elementos germinales y somaticos se dividen dentro del tubulo. En
este periodo de rapida divisidon celular, las uniones entre las
células de Sertoli como se observan en la etapa adulta, no estan
formadas y no hay una diferenciacion entre el compartimiento basal
Yy €l lumen. bDurante el desarrollo prepuberal, 1las células de
Sertoli no se dividen y 1la diferenciacién de la espermatogonia
ocurre como un rompimiento de una actividad mitotica y meiotica
que resulta en muerte celular.

La espermatogénesis es un evento de maduracidén del epitelio
germinal gue se asocia con cambios morfoldgicos caracteristicos.

Los gonocitos se diferencian en espermatogonias al momento o poco



después del nacimiento, éstas son células grandes y redondas, con
cromatina dispersa y alguna cromatina densa alrededor de 1la
membrana nuclear. De acuerdo a su morfologia se clasifican en 8
subtipos, 1la mds importante es la tipo B que no estd en contacto
con la membrana basal y contiene varias masas de heterocromatina
cercanas © unidas a su membrana nuclear. Al final de su nitosig
da origen a los espermatocitos primarios que rapidamente sufren la
primera division meidtica para formar los espermatocitos
secundarios. Con la segunda divisién meidtica se forman las
espermatides, lo gque va seguido del proceso de espermiacién, que
consiste en la liberacién de espermiatides elongadas de la célula
de Sertoli con produccién de espermatozooides.
El esperma deja el tibulo seminifero, penetrando en la rete testis
Yy en los ductos eferentes paré posteriormente entrar en el
epididimo. Dejando el epididimo, el esperma pasa a los ductos
deferentes, y posteriormente al ampula de los ductos deferentes y
al ducte eyaculatorio durante la eyaculacion (1,2).
EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TESTICULO

En el hipotdlame bkasal medial se encuentran neuronasv
peptidérgicas que hacen sinépsié con grupos neuronales en diversas
regiones del sistema nervioso central, cuya funcidén es controlar
directa o indirectamente la secrecién del factor liberador de
gonadotropinas (GnRH). E1 GnRH es un decapéptido que se sintetiza
en el hipotalamo y se libera a la circulacién del sistema venoso
porta-hipofisario por donde es transportado a la hipéfisis

anterior liberando LH y FSH.



La secrecién de GnRH al sistema portal-hipofisiario es episédica
con una frecuencia que varia de 2 a 4 pulscs cada 6 hr. Esta es
la razdén de la liberacion episddica de IH que de hecho se utiliza
como un indicador de la secrecidn pulsatil de GnRH. La frecuencia
Y amplitud de los pulsos de GnRH y IH es modulada por los
esterocides sexuales. (3)

Las hormonas luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH)
son secretadas por las mismas células baséfilas PAS-positivas de
1a adenchipéfisis. FSH actua en la célula de Sertoli principalmente
y LH' en la célula de Leydig. El resultado de la accidén conjunta
de ambas gonadotropinas es por una parte el inicio y mantenimiente
de la espermatogénesis; y por otra la produccién de testosterona
que tiene efecto dentro del testiculo y en todos los tejidos de la

economia. (3,4)



MARCO TEORICO

La compleja funcién del testiculo ha sido estudiada exhaus-
tivamente en modelos animales y los datos experimentales que
establecen la relacién funcional entre la gonada y el eje
ﬁipot&lamo-hipéfisis, asi como la regulacién pardcrina dentre gel
testiculo han sido extrapolados directamente al humano.

Uno de los estudios mds importantes sobre pulsatilidad de
GnRH fue realizado por Wildt y Cols. (5) en monos Rhesus ovariec-
tomizados a los cuales se produjo dafio a nivel hipotalamico para
analizar mediante la aplicacidén de andlogos de GnRH en forma de
pulsos, 1la secrecidén selectiva de FSH y LH.

De acuerdo con 1los resultados de Wildt, se ha corroborado que la

frecuencia y amplitud de liberacién de GnRH son los‘elementos mas

importantes gque modulan simultdneamente la secrecién de las

gonadotrepinas; aungque aun se ’discute> que existen sustancias

sintetizadas y libaradas en los tubulos seminifercs que pueden .
regular de manera selectiva la secrecidén de FSH., También en el

hombre se ha demostrado la secrecidén pulsatil de GnRH y 1la

modulacidn por su frecuencia y amplitud de la secrecién selectiva

de FSH y IH (3,6,7). En la rata (8,9,10,11), en monos Rhesus (5)>
Yy en el hombre se ha determinado que testosterona y estradiol

juegan un papel importante en el mecanismo de regulacion de FSH y

LH,

El tubulo seminifero produce inhibina, una proteina que
contribuye aproximadamente en un 22% a la supresién de FSH en

forma conjunta con estradiol y testosterona.



FSH induée a la célula de Sertoli a la produccison de diverﬁas
sustancias dentro de las gue se encuentran: proteina fijadora de
androgeno (ABP), inhibina, transferrina (proteina transportadora de
hierrg), IGF-1 (factor de crecimiento I) y activador del
plasmindgeno. Ademas es necesaria en la espermiogénesig y en la
aromatizacién de la testosterona. (3,4,6)

La accién fundamental de LH es estimular la biosintesis y

secrecisn de testosterona en las células de lLeydig. LH se une a
receptores especificos que activan las unidades cataliticas de la
protein-guinasa, facilitando 1la conversién de colesterol a
pregnenoclona y mediante la accién de enzimas microsomales a
testosterona. La expresidén de los receptores membranales para LH
en la célula de Leydig requiere de la participacién de FSH. La
mayor parte de testosterona se encuentra unida a la proteina
transportadora de testosterona (TesBG) y albunmina.
El metabolismo de la Testosterona puede realizarse mediante 3
vias. Por conversiéh mediante la 5 alfa-reductasa a andrégenos de
mayor potencia bioldgica, como la dihidrotestosterona, o menos
potentes como la androstenediona o la dihidroepiandrosterona. Puede
también ser convertida en androsterona y etiocolanolona para ser
excretados por la orina como glucurénidos»y sulfatos. Finalmente
puede convertirse en estradioi que tiene actividad biolégica
diferente a su precursor. (4,6,12,13)

La primera influencia pardcrina testicular descubierta en la
interaccién célula-célula fue 1a produccién y metabolismo

androgénico a nivel de las células de Leydig y las células mioides



peritubulares. Se cree gque ambas &erivan de Qna célula
pluripotencial mesenquimatosa, sin embargo a pesar de la intima
relacién filogenética no existe un contacto intimo entre ellas,
teniendo ambas acceso a los nutrientes intravasculares. otra
caracteristica comin de estas células es que sus funciones regu-
ladoras se llevan a cabo a través de andrégenos.(l}

Las células de Leydig son poligonales, miden de 15 a 20 micras y
sus membranas plasmdticas frecuentemente se pliegan y/o forman
microvellosidades. Su organelo mas prominente es el reticulo
endoplasmica liso; otra caracteristica particular es que en el
citoplasma tienen gotas de lipidos, cristales de Reinke y liso-
somas. Alqunos factores de naturaleza no esteroidea, tales .como
la renina, la prodimorfina y oxitocina producidos en la cédlula - de
Leydiqg, pueden afectar a la_-funcién de la célula de Sertoli y a
las células germinales. (1,4,14)

Las células de Sertoli son elementss somdticos del tibule
seminifero de forma contorneada y de estructura columnar con
nﬁcléo de forma irregular y nucléolos distintivos tripartitos, con
citoplasma voluninoso gque envuelve a las células germinales y que
se extienden desde la membrana basal del tubulo seminiferc hasta
el lumen del mismo. Poseen receptores susceptibles de ser
madificados por androgenos y por FSH y pueden inhibir a la célula
de Leydig a través de factores de crecimiento y/o estrigenos.

La membrana basal de los tubulos seminiferos impide el contacto
entre las células de Sertoli y germinales en el compartimento

tubular y las células de Leydig y mioides en el intersticial. Sin



embargo la cooperacion sinergista estd bien demostrada desde el
punto de vista bloquimico; siende la prueba mas clara la produccidn
de andrégenos y la participacién de los mismos en la
espermatogénesis.

Estas interacciones celulares, en un arreglo complejo de sefales
autocrinas y paracrinas, regulan la maduracién ordenada del
epitelio germinal, la funcién de 1las estructuras del sistema
nervioso central y los efectos sistémicos en la masa muscular y
estructura ésea.(1,7,15,16)

Las concentraciones séricas de las hormonas producidas en la
hipéfisis y en el testiculo son marcadores fieles de la integridad
funcional de estas glandulas. El estudio global del eje
hipotalamo-hipdfisis-testicule desde el punto de vista endocrine
regquiere la medieidn de 1IH, FSH, PRL, testosterona, estradiol,
dihidrotestosterona y la produccidén de espermatozoldes por el
testiculo. (17)

La compartamentalizacion anatémica de este organc permite en
terminos generales integrar ejes especificos de interaccion entre.
las estructuras del sistema nervioso ceptral y la génada. Por

ejemplo, la funcidn del intersticieo puede evaluarse por la

medicién sinmultdnea de los niveles basales de LH y testosterana.

En cambio el compartimento tubular se estudia mid‘iendo las con-
centraciones bhasales de FSH y la densidad espermidtica en un
andlisis seminal. Recientemente se ha reconocido gue inhibina
podria funcionar también como un buen indicador de la funcién de

la célula de Serteli. (1,3,6,7).
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La dependencia entre estas hormonas en mecanismos de
retroalimentacién hacen posible no solamente estudiar 1la
produccién hormonal de la hipéfisis y la funcién testicular, sino
que es posible inferir por sus concentraciones si existe alguna
deficiencia en el érgano blanco (hipogonadismo primario) o en las
estructuras del sistema nervioso central (hipogonadismo secun-
dario). En el primer caso, la concentracién de las hormonas
hipofisarias se encuentra elevada y la de testosterona baja. Esto
generalmente se acompana de una produccioén inadecuada de esperma-
tozoides. Cuando la falla es secundaria, tanto las gonadotropinas
como testosterona se encuentran disminuidas con fallo en 1la
ma_duracién del epitelio germinal.

El hipogonadismo hipogonadotrdpico que es el otro nombre gque
recibe el hipogonadismo secundario pude deberse a disfuncidén de 1la
hipéfisis o del hipotalamo. Desde el punto de vista clinico,
algunas caracteristicas podrian orientar acerca del nivel de
afeccién pero esto no siempre es posible. Esto hace necesario el
empleo de diversas pruebas de reserva funcional de los érganos del
sistema hipotalamo-hipofisis-testiculo para distinguir cual de
ellos se encuentra afectado. (4} )

PRUEBAS DINAMICAS

Las pruebas de reserva funcional se utilizan para medir la
respuesta de un érganc endocrino o de una serie de gldndulas que
tienen relacién funcional entre si, con el propdsito de investigar
disfuncion subclinica o para estudiar el nivel de afeccion. Para

este fin se utilizan farmacos que actuan en un nivel especifico de
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los ejes endocrinos. En el hombre, el estudio dindmico del eje
hipotdlamo-hipoéfisis-testiculo se lleva a cabo con GnRH, citrato

de clomifeno (CC) y Ketoconazol (KCZ}.

GnRH: La inyeccién intrav , int lar,subcuténea o la
aplicacién intranasal del decapéptido o sus andlogos sintéticos
produce un estimulo directo a 1la hipéfiéis‘con la consecuente
liberacién de gonadotropinas y secundariamente de testosterona.
Esta respuesta puede medirse en la sangre en un periodo de dos
horas posteriores a la ministracién por via intravenosa. La prueba
es de gran utilidad para descartar hipogonadismoz de origen
hipofisario. (3,5)

Citrato de clomifeno: Es un antiestrégeno que actua ocupando
los receptores estrogénicos en las neuronas de GnRH en el
hipotdlamo. De esta manera interfiere con la liberacion pulsatil
de GnRH, produciendo una mayor liberacién de FSH Yy 1IH lo cual
induce la elevacion de los niveles séricos de testosterona en
hombres normales. (19)

Ketoconazol: Este medicamento que surdié como un antimicético
disminuye la produccién esteroidogénica testicular por inhibicién
de la actividad de enzimas aependientes del citocromo P-450,
principalmente de la enzima 17-20 desmolasa. Su ingesta crénica

.reduce los niveles circulantes de t:_estosterona, 16 cual se
acompaiia de un incremento progresivo de LH y FSH en el suero por
interrupcidén de la retroalimentacién negativa de los andrégenos en

el hipotalamo. (20,21)

12



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL TESTICULO.

El estudio histologico es un meétodo de gran utilidad en el
diagnéstico de la patologia testicular, Sus principales indica-
ciones son:

1. Para hacer diagnéstico diferencial entre 1la patologia
obstructiva y no obstructiva en casos de Azoospemia;

2. Como indicador prondstico y terapéutico en casos de
Oligospermia.

La valoracidon de la histologia testicular se ha modificado
con el tiempo. Actualmente existe la posibilidad de establecer
correlaciones entre el estado de maduracién del epitelio germinal
y su expresién final, es decir la caracteristica seminal. 1ILa
identificacidn de espermatides tardias y espermatozoides, asi como
su relacién con espermatocitos y espermatogonias parece ser un
indice sensible de la integridad de la espermatogénesis. Sin
embargo no existe hasta el momento alguna clasificacioén
morfolégica de la biopsia testicular que haga posible establecer
correlaciones de tipo morfo-funcfonal. Las clasificaciones de
Johnson, Rodriguez Rigau y otras donde se estudla de manera
sistematica el contenido celular del tubulo seminifero pero en
ninguna de ellas se toma en cuenta el estado del intersticieo.

(22,23)
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PLANTEAMIENTC DEL PROBLEMA

El estudio de la funcién gonadal en el hombre es un tema

actual por sus implicaciones en el tratamiento de la esterilidad
y el disefio de métodos anticonceptivos.
Debido a restricciones éticas, la funcién testicular ha sido
estudiada principalmente en modelos animales a partir de los
cuales se han extraido una serie de conceptos sobre la regulacién
endocrina intragonadal. Sin embargo, la extrapolacién de estos
datos a la funcién gonadal en el humano tiene limitaciones propias
de las diferencias fisiolégicas interespecies.

El diagnéstico diferencial preciso de las causas de Azoo-

spermia es dificil pero para fines didacticos pueden ser clasifi-
cadas como pretesticulares, testiculares y postesticulares. Llas
causas pretesticulares son generalmente ocasionadas por falla
endocrina, las testiculares implican la existencia de lesidn del
epitelio germinal por causas diversas y las postesticulares se
encuentran representadac principalmente por lesiones anatodmicas de
tipo obstructivo.
En la azoospermia pretesticular la imagen endocrina es la de
hipogonadismo hipogonadotrépico o bien de hipogonadismo
normogonadotrépico con evidencia de disfuncién tiroidea, suprar-
renal, hepética, renal. En cambio la falla testicular primaria se
caracteriza por la presencia de hipogonadismo hipergonadotrépico
(niveles bajos de testosterona, deficiente o nula produccion de
espermatozoides y gonadotropinas aumentadas).

(4,24,25)
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La compartamentalizacién propia del testiculo hace posible la
existencia de lesiones parciales de la génada. En algunos casos se
encuentra falla tubular exclusivamente Yy en otros falla
pantesticular (intersticio y tubulo). La falla intersticial
aislada es rara, solamente se ha reportado en el eunuco fértil
(deficiencia aislada de LH).

La interrupcicén de las sehales de retroalimentacién negativa
desde el testiculo, bien sea del tubulo (inhibina, folistatina,
activina) o del intersticio (testosterona, estradiol) es

responsable de la elevacion de los niveles de gonadotropinas
circulantes. Esto ultimo implica entonces que cualguier alteracion
anatémica o funcional de los elementos celulares del testiculo se
manifiesten con elevacién de LH y FSH. (26,27,28)

Existe un grupo de pacientes con azoospermia por ausencia del
epitelio germinal (sindrome de células de Sertoli solamente} que
conservan la integridad funcional del eje hipotalamo-
hipofisis-testiculo. Esta es una entidad interesante desde el
punto de vista de la endocrinologia testicular en - tanto que
permite suponer gue la comunicacidén entre las diferentes células
en el compartimento intersticial y el tibulo seminifero esta
conservada.

En general, los pacientes gue tienen dafio selectivo del
tubulo seminifero, muestran incremento en los niveles de FSH gin
un efecto significativo en los niveles de LH o Testosterona. Esto
se ha tratado de explicar en hase a que podrian existir mecanismos

de autorregulacion inhibitoria selectivos para FSH que aun no se
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han logrado esclarecer. Estos elementos regulatorios podrian ser
producidos por las células del epitelio germinal puesto que se ha
observado gque existe una correlacién inversamente proporcional
entre el numero de células germinales residuales y los niveles de
FSH. (1,26,27,28,29)

La investigacién en modelos animales ha demostrado que los
niveles de LH y FSH pueden ser controlados separadamente por la
frecuencia de la pulsatilidad del GnRH, ya que la disminucidén de
la frecuencia de pulsos favorece la secrecién de FSH y la pul-
satilidad mds rdpida favorece la secrecién de LH (5). En pacientes
azoospermicos el incremento selective de FSH se asocia con
disminucién en la frecuencia de pulsos de GnRH y elevacién de la
relacién FSH/LH. El decremento de la pulsatilidad de GnRH podria
ser un fendmeno primario o secundario. Ain cuando esto no se ha
aclarado 1o mas probable es gque la falla testicular
origine cambios en el sistema regulatorio hipotalamo-hipofisario.
(26,27,28,29)

Uno de los aspectos mas complicados actualmente es el poder
definir los elementos principales de la regulacidn.fina entre los
diversos tipos celulares de la génada masculina y el sistema
psico-neuro-endocrino. Esto se refleja en la incapacidad tanto
‘para disefiar métodos reversibles de anticoncepcidén como para
definir esquemas terapéuticos en casos de infertilidad masculina.
El uso de hormonales con el fin de interrumpir la espermatogénesis
ha. sido ineficaz, como también ha sido improductivo el tratamiento

estimulatorio del testiculo. A nuestro juicio esto se debe a que
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no se conocen con certeza las bases de la regulacidn
intratesticular de la produccisén hormonal Yy de la
espermatogénesis.

Mientras la investigacion basica avanza en el conocimiento de
diferentes factores de crecimiento y hormonas polipeptidicas con
acciones muy definidas en la comunicacidn célula-célula dentro del
testiculo, los elementos principales de regulacién neuroendocrina
en nuestra especie son desconocidos.

Esto se hace evidente en los estudios en pacientes con 0Oligo-
spermia en los que se ha analizado la pulsatilidad de LH y las
concentracicnes de inhibina sin gque hasta el momento se haya

demostrado correlacién con la funcién gonadal.
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HIPOTES1S
) La respuesta dinamica de las gonadotropinas (FSH/1H) ,
depende del estado funcional de la gdnada, por lo tanto en la
patologia testicular puede demostrarse correlacidn entre la imagen
histolégica en la biopsia testicular y 1los niveles de
gonadotropinas en plasma tanto en condiciones basales como después:

de la estimulacién del eje hipotdlamo-hipofisis~ testiculo.
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OBJETIVO
Estudiar la relacion estructura-funcién de la génada masculina
en condiciones basales y con pruebas dinimicas del eje
hipotalamo-hipéfisis-testiculo en pacientes con Azoospermia

normogonadotroépica.
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MATERIAL Y METODOS
Se estudiaron 20 pacientes estériles con azoospermia en 3
andlisis seminales; con volumen testicular normal y niveles
normales de gonadotropinas (LH/FSH). En todos los casos se
descartd la presencia de eyaculacion retrégrada y criptozoospermia.
" Los pacientes fueron sometidos al estudio de biopsia testicular y
prueba dindmica con Citrato de Clomifeno (CC). El protocolo fue
aprobado por el comité de ética de nuestro Instituto quedando para
su manejo de la siguiente forma: .
PRUEBAS DINRMICAS
Se obtuvieron muestras de 10 cc de sangre venosa en ayuno,
antes y después de la administracion de 100 mgrs de CC/dia/7 dias
por via oral. Las muestras de sangre fueron separadas por
centrifugacién a 3 000 rpm. durante 20 minutos a temperatura
ambiente y el suero almacenado a =-20GC hasta el momento del
andlisis.
Las alicuotas de suero fueron procesadas por radioinmunoandlisis
para la determinacién  de  hormona Luteinizante (LH),
Foliculoestimulante (FSH), Prolactina (PRL) y Testosterona libre
(TL) por wmétodo de doble anticuerpo. Las muestras pre y postra-
tamiento d;a cada paciente fueron incluidas en el mismo ensayo para
disminuir la variabilidad interensayo.
EBTUDIO HISTOLOGICO

Al fingl de la prueba dinamica, los pacientes fueron sometidos

a biopsia testicular unilateral o bilateral en caso de gue el

volumen testicular mostrara diferencia mayor de 3 mL entre ambos
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testiculos.
El tejido fue obtenido por la técnica de ventana y fijado en' Bouin
para estudio de microscopia de luz y con glutaraldehido al 3% para
estudio en corte semifino por dos patdlogos en diseno cegado. Se
registraron las caracteristicas de los elementos tubulares e
intersticiales de acuerdo a una clasificacién arbitraria, basada
en un puntaje de 0~4 para cada uno de los siguientes elementos:
fibrosis peritubular, hialinizacién tubular, células de leydig,
engrosamiento de la membrana basal.
ANALIBIS8 EBTADISTICO

Los resultados hormonales se analizaron estadisticamente por
el método de varianza ( ANOVA ) con valor alfa de 0,05. Los datoes
del estudio histologico se calificaron y expresaron como variable

cuantitativa discontinua.
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RESULTADOS

ESTUDIO HISTOLOGICO

Se excluyeron 5 pacientes del anadlisis final por no contar
con datos completos; En todos los casos (n=15) se demostrd la
presencia de sindrome de células de Sertoli (SCS) puro o mixto
(fig.1 a,b): con grados variables de fibrosis peritubular con
hialinizacién tubular. En 5 casos, ademds se observéd hiperplaéia
de células de Leydig (HCL), las cuales contenian abundantes
granulos en su interior (fig.1l c,d).
En base a esta observ&cién los pacientes fueron divididos en 2
grupos 3
GRUPO 1 (n=5) pacientes con Hiperplasia de las células de Leydig.
GRUPO 2 (n=10) pacientes con células de Leydig normales.

los pacientes del grupo 1 mostraron valores mids altos en la
calificacién de dafio testicular (Grdafica 1). En cambio los pa-
cientes con imagen testicular en la que no se pude demostrar
hiperplasia de células de Leydig, tuvieron valores mads bajos en
nuestra clasificacidén histologica. ‘
NIVELES HORMONALES BASALES

Los niveles basales de LH, FSH, y T1, Yy el indice de FSH/LH en
los grupos 1 ¥ 2 se presentan en las tablas 1 vy 2.
‘Los valores de LH en ambos grupos se encontraban dentro de los
limites normales (4.2-14.5 mIU/mL). Los valores de FSH en el grupe
2 también estuvieron dentro de los limites normales (4-13 mIU/mL)
con excepcién de un paciente gque tuvo 17 mIU/mL. En el grupo 1 se

encontraron los niveles mds elevados de FSH (9.2-32 mIU/mL).
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FOTOMICROGRAFIAS EN LAS QUE SE MUESTRA:

A) SECCION DE UN TUBULO SEMINIFERO CON APLASIA GERMINAL, EN EL INTERIOR SOLO SE OBSERVA -
CELULAS DE-SERTOLI (SINDROME DE CELULAS DE SERTOLI). (BARRA =11.5 uM)

B) TUBULOS SEMINIFEROS HIALINIZADOS POR FIBRAS DE TEJIDO CONECTIVO (*). (BARRA =58.0 uM).

C) IMAGEN TESTICULAR QUE PRESENTA HIPERPLASIA DE CELULAS DE LEYDIG. ENGROSAMIENTO DE LA -
MEMBRANA BASAL (FLECHAS) Y FIBROSIS PERITUBULAR. (BARRA = 11.5 uM)

D) INTERSTICIO TESTICULAR CON HIPERPLASIA DE CELULAS DE LEYDIG Y ACUMULO DE GRANULOS CITQ
PLASMATICOS (FLECHAS).  ( BARRA 11.5 uM).






SINDROME DE CELULAS DE SERTOLI
IMAGEN HISTOLOGICA

INDICE FSH/LH

10 {oeee i e
8| T g
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0 pd
GRUPO 1 GRUPQO 2
SUPERIOR IR 8 7
INFERIOR II 6 3
PROMEDIO [} 7.6 5.7

GRAFICA1 : CALIFICACION HISTOLOGICA DEL DARO TESTICULAR (INTERVALO DE 2 A 8). EN PACIENTES
CON SINDROME DE CELULAS DE SERTOLI Y NIVELES NORMALES DE GONADOTROPINAS.
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TABLA

1.

92

GRUPO |
No. LH  FSH FSH/LH T
T FSHLH  OMIFIN %)  OMIFIN (%)
1 160 225 8o 14 -171 -170
2 42 92 225 22 644 600
3 60 200 220 a3 -354 230
4 &2 320 240 39 -154 1000
5 24 160 400 67 -826 -270
;I'abla 1. Valores hormonales basales y posteriores a la

administracion de citrato de clomifeno en pacientes del grupo 1.



TABLA 2.

[x4

GRUPO I

No. FSH T  FSHAH onrlierL(tL) OMIFIN %)

1 as 23 15 7 650 130
2 &7 72 320 8 170 437
3 as P 2w 9 800 132
a 145 130 180 9 2500 560
5 54 59 29 1 -138 -104
6 36 4 2p 1 364 50
7 59 8 3 12 26 438
8 18 25 180 14 -370 1555
9 100 170 209 17 41 400
10 118 64 19 18 -440 420

Tabla 2. Valores hormonales basales y posteriores al tratamiento

con citrate de clomifeno en pacientes del grupo 2.



Al analizar la relacién entre ambas gonadotropinas (Grdfica 2), se
encontraron valores mas altos del indice FSH/IH en el grupo 1
(2.9-6.66) en comparacién con los del grupo 2 (0.89-1.84). Las
concentracicnes de testosterona libre fueron normales en ambos
grupos (18-24 ng/mL) .
El estudio de la correlacidén entre los valores basales del

indice FSH/LH con el grado de dafio testicular mostrd una relacién
directamente proporcional (correlacicn positiva) con valores de r=
0.68 (Grafica 3).
RESPUESTA DINAMICA CON CC

La éespuesta gonadotropica a las prueba dindmica con CC fue

distinta en ambos grupos (tablas 1 y 2).
En el grupo 1 la respuesta de FSH fue significativamente menor
que la de LH después de la administracion de CC (P< 0.01). Por el
contrario en pacientes con células de Leydig normales (grupo 2},
no se encontrd diferencia en la respuesta hipofisiaria de LH a la
administracién de ¢C (p=0.64). E1l indice FSH/LH{ aumentdé con CC en
todos los pacientes que tuvieron valores basales menores de 1
(Grafica 4): en tanto que en los pacientes con indice mayor de 1
(Grafica 5), en leos que se encontré hiperplasia de Leydig, los
valores de la relacion FSH/LH disminuyeron (p<0.02). En relacién
a la Testostercna, la respuesta fue variable en ambos grupos
(tablas 1 y 2). En 8 pacientes del grupo 2 (8/10) se incrementaron
las concentraciones de Testosterona con CC. En el grupo 1 en
cambic, la proporcién de pacientes que respondio con aumento de

las concentracicnes de Testosterona con CC fue de 3/5.

28



62

SINDROME DE CELULAS DE SERTOLI

INDICE FSH/LH

e e g -

0
GRUPO 1 GRUPO 2
SUPERIOR [ 6.2 16
INFERIOR [ 1.3 0.3
PROMEDIO - 3 0.7

GRAFICA 2: INDICE FSH/LH BASAL

VALORES DEL INDICE FSH/LH EN PACIENTES CON AZOOSPERMIA QUE MOSTRARON HIPERPLASIA DE
CELULAS DE LEYDIG (GRUPO 1) Y CELULAS DE LEYDIG NORMALES (GRUPO 2).



ot

'SINDROME DE CELULAS DE SERTOLI
CORRELACION MORFO-FUNCIONAL

INDICE FSH/LH

c t+ 2 3 4 5 6 7 8 9 10
INDICE TESTICULAR

GRAFICA 3 VALORES DEL INDICE FSH/LH Y DE CLASIFICACION DE DARO TESTICULAR EN PACIENTES
CON SINDROME DE CELULAS DE SERTOLI NORMOGONADOTROPICO.



1€

RESPUESTA DINAMICA INDICE FSH/LH
SCS SIN HIPERPLASIA DE LEYDIG

PORCENTAJE DE RESPUESTA
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GRUPO 2
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GRAFICA 4 : RESPUESTA HIPOFISARIA INTEGRADA (FSH/LH) A LA ADMINISTRACION Dt CITRATO. DE CLO
MIFENO (100 meRs/DIA/ 7 DIAS) EN PACIENTES CON SINDROME DE CELULAS DE SERTOLI
NORMOGONADOTROPICO SIN HIPERPLASIA DE CELULAS DE LEYDIG. ( GRUPO 2)
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RESPUESTA DINAMICA INDICE FSH/LH
SCS CON HIPERPLASIA DE LEYDIG

PORCENTAJE DE RESPUESTA
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GRAFICA s  RESPUESTA HIPOFISARIA INTEGRADA (FSH/LH) A LA ADMINISTRACION DE CITRATO DE CLO
'MIFENO (100MGRs/DIA/ 7 D1AS) EN PACIENTES CON SINDROME DE CELULAS DE SERTOLI -
NORMOGONADOTROPICO CON HIPERPLASIA DE CELULAS DE LEYDIG. (GRUPO 1)



DIECUSION

Los resultados de la biopsia testicular y el estudio dindmico
del eje hipotdlamo-~hipofisis-testiculo en pacientes con sindrome
de células de Sertoli hacen evidente la existencia de una relacién
funcional estrecha entre los elementos celulares intersticiales y
tubulares dentro de la gdnada, lo cual ha sido confirmado
repetidamente en estudios previos en modelos animales. (1,7)

Por otra parte, la demostracién de diferencias sutiles en la
respuesta hipofisaria en pacientes con hiperplasia de las células
de Leydig, aun en condiciones en las que los niveles basales de_
gonadotropinas son normales; habla de la regulacién fina de la
génada hacia las estructuras del sistema nervioso central. Este
hecho es relevante en el conacimiento de la funcién testicular enm
el humanc porque pone al descubierto un fendmeno que no se ha
reportado anteriormente.

En los pacientes con sindrome de células de Sertoli estudiados
por nosotros es notoria la existencia de heterogeneidad- neo
so:!.amente morfolégica sino funcional como se plantea mis adelante.
Esto es explicable por cualquiera de dos factores: diferencia en
la etiologia del padecimiento o diferencia en el grado de
afeccién de una enfermedad con la misma fuente etiopatogénica.
Ocasionalmente podria pensarse en la combinacién de ambos
factores.

Clinicamente el SCS puede presentarse como una entidad congénita-
o ser adquiride comc una lesidn irxeversible del epitelio germinal

en la etapa postnatal. La definicién etiolégica mas precisa podria
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ser factible ya que recientemente se ha propuesto que el estudio
cuidadoso del tejido testicular lleva a la caracterizacidén de la
etiologia del Qaho tubular. (16,17,24,25) Sin embargo, para los
objetivos iniciales de este trabajo este punto no resulta
importante.

otro fendmeno gue amerita ser comentado desde el punto de
vista morfologico es la asociacién observada por nosotros de la
hiperplasia de las células de Leydig en las etapas avanzadas de
dafio testicular (fibrosis, hialinizacién). Este hecho adquiere
relevancia al contrastarse con lo que se ha reportado al respecto
de la disfuncién de la ceélula de Leydig en pacientes con daiio
tubular (14,17,27,28,29). Ambas son evidencias de las intrincadas
relaciones funcionales que existen entre los elementos tubulares e
intersticiales Qel testiculo (1,7,12,15,16,17,18).

De acuerdo con lo gque se observé en el andlisis de 1la
histologia testicular en estos pacientes, a medida que se inter-
rumpe la comunicacién tubulo-intersticioc (aparicién de fibrosis
peritubular}, se desarrolla la hiperplasia de las ceélulas de
Leydig. Es obvio que este es un estado avanzado de un proceso due
debe iniciarse con manifestaciones de disfuncidén y que conduce al
final a las alteraciones morfoldgicas antes descritas.

A este respecto resulta interesante plantear la posibilidad de que
las anomalias funcionales del tubulo y/o de 1las sefales
tubulo-intersticio podrian conducir a un procese irreversible de
dafic testicular en el gue la ausencia o disminucidén del numero de

células germinales podria ser la alteracioén primaria.
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Se ha demostrado en experimentos in vitro que el medio
condicionado de espermatocitos en estado de paquiteno vy
'espemaﬁdes en etapas tempranas de naduracidén tiene efectos
estimulatorios en 1a funcién Qe las células de Sertoli. La
disfuncién de la célula de Sertoli seria la consecuencia de la
falta de dicho estimulo.

Otra evidencia morfoldgica que revela la pérdida de 1la

. comunicacién intercelular en estos pacientes, es la presencia de
fibrosis peritubular; la cual aumenta en proporcién al daio
testicular. Aqui podria plantearse un modelo tedrico que tiene
como eje central la sintesis y degradacién de la coldgena. La
sintesis de coldgena, fibronectina, y otros elementos de lé matriz
extracelular se llevan a cabo en la célula de Sertoli y en la
célula peritubular (1,7,12,15). La regulacién de estas proteinas
depende de metaloproteasas producidas en la célula de Sertoli y
por sus inhibidores producides por la célula peritubular. En
condiciones normales el balance adecuado entre las metaloproteasas
y sus inhibidores mantiene el nivel existente de matriz
extracelular, por disminucidén de la sintesis de las metaloproteasas
y/o aumento en la sintesis de sus inhibidqres. Esta falta de
coordinacién entre las células de Sertoli y 1la células
peritubulares promoveria el engrosamiento de la membrana basal,
aislando al tubulo de }os elementos peritubulares intersticiales,
y perpetuando el dafo testicular.

La existencia de moduladores de las células de Leydig sinte-

tizados y secretados por la célula de Sertoli, tanto inhibitorios
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como estimulatorios, ha sido demostrada en estudios in vitro. Tal
como ocurre en otros sistemas celulares, el balance adecuado de
estos factores, junto con el estimulo gonadotrofico de LH es lo
Que finalmente permite la integridad funcicnal de la célula de
leydig. (12,15,16,18)

La relacién funcional tubulo-hipéfisis estd bien establecida

desde hace tiempo. Tanto sustancias proteicas como estercideas
producidas en el testiculo se encargan de regulér la produccidn y
liberacién hipofisaria de FSH (1,3,7,12). Ante la falla tubular, la
pérdida de los mecanismos de retioalimentacién origina un
incremento de FSH (26,27,28).
La asociacién entre la alteracién morfolégica del testiculo y los
cambios en la funcién del eje hipotdlamo-hipofisis estd clara al
demostrarse un incremento progresivo de FSH aun cuande su nivel se
encuentre dentro del rango considerado como normal.

Esto también se refleja en el indice FSH/LH, el cual se
}ncrementa progresivamente a medida que aumenta el dafo testicular.
Esto implica la existencia de un nivel fino de regulacién de la
génada sobre la funcion hipofisaria que no habia sido descrito
anteriormente.

La aplicacién inmediata de este conocimiento podria enfocarse
a pacientes con S5CS y niveles normales de gonadotropinas en
quienes se practican biopsias testiculares diagnésticas. Es valido
decir en este caso, que el estudio histolégico es innecesario si se
cuenta con uh mejor método para identificar el estado funcional

del tubulo. Actualmente se toma como pardmetro 1la elevacién dos
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a tres veces del nivel circulante de FSH como criterio de exclusidn
para la biopsia de testiculo (28).

La sensibilidad y especificidad del indice FSH/LH calculados a
partir de nuestros datos y de los valores hormonales de una
poblacién de hombres fértiles es de 70 & y 90% respectivamente.

La respuesta endocrina del eje hipotdlamc-hipofisario en las

pruebas dinamicas con citrato de clomifenoc en los pacientes con
SCS normogonadotropico también mostro diferencias.
La clasificacién arbitraria de los pacientes de acuerdo al indice
" FSH/LH stha un nivel de corte en 1.06. Por arriba de esta cifra,
la respuesta hipofisaria de LH fue mayor (399 + 390 vs. 205 + 119;
-delta %); y la respuesta de FSH fue menor (148 + 65 vs 380 + 411;
delta %). En consecuencia los valores del indice FSH/IH mostraron
un incremento en pacientes con daho testicular moderado Yy
disminucién en pacientes con dafo avanzado.

La respuesta integrada de-la hipdfisis a la prueba estimula-
toria con citrato de clomifeno puede explicarse por cambios en los
mecanismos de regulacién hipotaldmica., Aun cuando se ha supﬁesto
la existencia de regulacién diferencial para LH y FSH a través de
distintas sefiales, actualmente se acepta que la sintesis y
secrecién de estas gonadotropinas se 1lleva a cabo por
modificaciones en la frecuencia y amplitud de los pulsos de GnRH
(3,5,6). De ser corrcborado este hecho, se puede explicar que
diferentes autores estudiando los mecanismos de regulacidn del eje
gonadal en el hombre no hayan encontrado consistencia en 1la

caracteristica del patrén pulsatil de hombres con Oligozoospermia,
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ni relacién entre los niveles de inhibina y FSH en pacientes con
falla gonadal (26). Un apoyo a lo anterior se encuentra en un
reporte reciente en el que se documenta que los niveles de FSH e
inhibina si muestran correlacién negativa cuando se estudian
subgrupos de pacientes con dano testicular., (28)

La hiperplasia de las células de Leydig se encontrd asociada
a los grados severos de dafo tubular y a un indice FSH/LH elevado.
Esta asociacidn ha sido reportada en distintas especies animales,
en el humano con patologia testicular y en el varon de edad
avanzada. Ademas de estos hallazgos los estudios hechos en células
de Sertoli in wvitro, aportan mas evidencias acerca de 1la
comunicacion entre el tubulo seminifero y las células de Leydig.
En los pacientes con hiperplasia de las células de Leydig'no se
encontrdo elevada la Testosterona, lo cual podria explicarse
hipotéticamente por un predominio de los efectos de TGFbeta gque es
capaz de promover el crecimiento de la célula de lLeydig y
simultaneamente inhibir 1la estercidogénesis (26,27,28). La
ldisfuncién de la célula de Leydig en pacientes con dafio testicular
ha sido cérroborada por otros autores (17,18,26,27,28,29).

Otro posible origen de las anormalidades endocrinas del eje
hipctalamo-hipéfisis podria ser la relacién Estradiol/Testosterona,
que afectaria simulténeaménte la espermatogénesis y la funcidn de
la célula de Leydig.

Para esclarecer el origen de las alteraciones morfo-

' fisiolégicas de la génada masculina en pacientes con Sindrome de

células de Sertoli normogonadotrépicos es necesario determinar la

38



actividad biolégica y el patrén de pulsatilidad de las gonadotro-
pinas, la respuesta dinamica del eje hipotalamo-hipéfisis a otros
estimulos y el estudio de 1los metabolitos de 1la via
esteroidogénica en el testiculo. Con estos estudios se podra en

el futuro obtener mayor informacién acerca de la regulacion
endécrina y pardcrina del testiculo humano para el diagnédstico de

esterilidad y el desarrollo de anticonceptivos en el hombre.

gTh TESS We BBt
SAUR DE LA BBLIGTECA
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CONCLUSIONES

En pacientes con sindrome de células de Sertoli y niveles
normales de gonadotropinas se demostrd diverso grado de alteracién
histolégica.

la relacién FSH/LH en pacientes con sindrome de células de
Sertoli se incrementa proporcionalmente con el dano testicular.

La hiperplasia de las células de Leydig se encontrd asociado
a los grados severos de dafio testicular. Esto corrobora la
presencia de sefales tiubulo-intersticio.

La .tespuesta dinamica en términos de indice de FSH/1H fue

diferente en los paclentes con hiperplasia de las células de

Leydig, lo cual sugiere la existencia de una regulacidén fina o

distinta para cada una de las gonadotropinas.
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