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RESUMEN 

En 1994 el laboratorio de la Dra. Pérez-Armendariz documentó por primera vez que las 
células de Leydig se intercomunican principalmente a través de canales formados por la Cx43 
(Cx43). Esta conclusión la obtuvo en base a resultados moleculares y al registro de corrientes 
de unión comunicante entre pares aislados de células de Leydig sometidas a doble fijación de 
voltaje. Un par de años después, su grupo también demostró que dos principales reguladores 
de la función testicular, las hormonas LH y hCG, incrementan la expresión de la Cx43 y la 
comunicación intercelular en forma paralela al incremento en la secreción de testosterona 
sugiriendo su interrelación. Dado que la producción de LH y de testosterona durante el 
desarrollo es bifásica, uno de los objetivos de esta tesis fue el contestar si la Cx43 se expresaba 
en las células de Leydig durante la ontogenia del ratón, y si la expresión de esta conexina era 
regulada in vivo en forma bifásica. También por estudios de la Dra Pérez-Armendariz y de varios 
otros grupos de investigación, se sabe que en testículo adulto, la Cx43 se expresa en las células 
de Sertoli así como también entre las células de Sertoli y las células germinales. También que 
durante la vida adulta su expresión se regula durante el ciclo de la espermatogénesis. Estos 
hallazgos indicaron la relevancia de la Cx43 para la función testicular. Recientemente, ésta ha 
sido demostrada ya que se encontró que la deleción del gen de la Cx43 induce una 
disminución de las células germinales durante la vida fetal y neo natal. No obstante, la 
expresión de la Cx43 en estos periodos no había sido investigada. De lo anterior, en la presente 
tesis también nos preguntamos si la Cx43 se expresa en las células del cordón seminífero 
durante el periodo fetal, neo natal y prepuberal, así como si su expresión es regulada en forma 
paralela al inicio de la espermatogénesis. Para contestar estas preguntas desarrollamos 
anticuerpos policlonales específicos para identificar a la Cx43. Con éstos realizamos estudios 
de inmunocitoqiimica de doble-marcaje en criosecciones de testículo a diferentes edades del 
desarrollo fetal, neonatal, prepuberal, puberal y adulto. Para esto también utilizamos 
anticuerpos contra proteínas específicas de los diferentes tipos celulares del testículo. 
Encontramos que la Cx43 se expresa desde las etapas más tempranas del desarrollo gonadal 
al día 11.5 post coitum (dpc). Su expresión se mantiene a todo lo largo de la vida fetal, 
neo natal y prepuberal. Al día 12.5 dpc, cuando la gónada morfológicamente ya se ha 
diferenciado sexual mente, encontramos que su distribución celular es amplia, forma uniones 
homocelulares entre las células de Leydig así como también entre las de Sertoli. Además, 
forma uniones heterocelulares entre las células de Sertoli y las células germinales durante la 
ontogenia del ratón. Tanto en las células de Leydig intersticiales como en las cél~las de Sertoli, 
su expresión se incrementa progresivamente durante la vida fetal. También en ambos tipos 
celulares, la expresión de la Cx43 se regula muy dinámicamente durante la vida neo natal y 
prepuberal. En el cordón seminífero, la regulación de la Cx43 neo natal y prept,Íberal ocurren 
correlacionada al inicio y progresión de la espermatogénesis. En las célulJls, ~_e Leydig, su 
expresión se regula en una forma bifásica que se correlaciona directamente .c~m.la prod..\iccjón 
bifásica de testosterona a través del desarrollo en el ratón. De lo anterior, losresult~do~s d~ 
esta tesis nos permite proponer que la Cx43, está participando en lareg\l!aciónde l~ 
producción de testosterona in vivo. También, el proponer que la perdida d~ las _ célula~ 
germinales descrita en ausencia del gen de la Cx43, resulta de alteraciones en la comunicacióº 
intercelular mediada por canales formados con esta conexina durante las etapas temprana~ 
del desarrollo fetal gonadal. Los resultados de esta tesis fueron materia de dos publicaciones 
en revistas internacionales aquí incluidas y una de las figuras del segundo artículo fue 
seleccionado para la portada de la revista. 
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INTRODUCCIÓN 

1.0. - COMPONENTES CELULARES DEL TESTÍCULO 

El testículo se encuentra suspendido fuera de la cavidad abdominal en un pliegue epidérmico conocido 

como escroto. En los mamíferos, los testículos descienden hacia el escroto durante el desarrollo postnatal. 

Esto les proporciona una temperatura más fría (34°C) dotándolos de un medio ambiente óptimo para la 

diferenciación de los espermatozoides. El testículo está formado por un componente tubular y otro 

intersticial. El primero está formado por los cordones seminíferos que en el adulto se diferencian a los 

túbulos seminíferos. En el interior de los cordones y túbulos seminíferos se localizan las células 

germinales y las células de Sertoli . Estas últimas rodean a las células germinales tanto en su estadio de 

gametos inmaduros como durante su diferenciación a espermatozoides. Además de los espermatozoides, 

en el túbulo seminífero se producen una variedad de hormonas proteicas, las cuales regulan la 

reproducción masculina. El segundo compartimiento o componente extratubular, está formado por células 

intersticiales que incluyen a las células de Leydig, las cuales liberan la testosterona que es la principal 

hormona endocrina producida por el testículo que es responsable de la masculinización del sujeto (Fig. 

A) . 

Como punto inicial de esta tesis se definirán los tipos celulares principales que componen al testículo y 

se resumirán sus características morfológicas y fisiológicas principales (Cormack, 1988; Steiner y 

Cameron, 1990). 

1.1) Las células germinales 

El desarrollo de las células germinales requiere de dos procesos fisiológicos conocidos como mitosis y 

meiosis. Convencionalmente se define a la mitosis como el proceso por el cual se duplica una célula al 

igual que su material genético, y como meiosis el proceso por el cual una célula genera otras cuatro sin 

duplicación de su material genético. En este caso su número cromosómico se reduce a la mitad, lo cual 

culmina con la generación de gametos (Conmarck, 1988). 

1.1.1) Periodo Fetal 

Gonocitos. Durante la etapa embrionaria, las células germinales son inicialmente conocidas como 

gonocitos. Estos son identificados por tener un núcleo redondo y mucho más grande que el de cualquiera 

de las otras células testiculares. En el testículo del ratón, al día 12.5 poscoitum (dpc), los gonocitos pueden 

identificarse por estar uniformemente distribuidos, rodeados de las proyecciones citoplásmicas de las 

células de Sertoli dentro de los cordones seminíferos. Al día 16 dpc, los gonocitos se localizan en el centro 

del cordón seminífero, posición que conservarán hasta el nacimiento (Vergoween et al. , 1991). 
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1.1.2 Periodo posnata) (dpp) 

En la prepubertad las células germinales inician su diferenciación, la cual culmina con la formación de 

los espermatozoides (ver adelante). A partir de esta etapa de desarrollo las células germinales presentarán 

continuamente ciclos de proliferación y diferenciación en el túbulo seminífero. A continuación se resumen 

algunas características principales de los diferentes estadios de diferenciación de las células germinales. 

a) Espermatogonias. 

El primer estadio de diferenciación de los gonocitos son las espermatogonias. Estas se les clasifica en 

dos subtipos, células tipo A o tipo B. La espermatogonia tipo A en el ratón se observa a partir del día 3 

dpp, tiene abundante cromatina en forma de gránulos finos y el nucleolo se encuentra cerca de la 

membrana nuclear. Más tarde, las espermatogonias tipo A se diferencian a espermatogonias tipo B 

(Cormack, 1988). Este tipo de espermatogonias presenta los núcleos más voluminosos y la cromatina se 

encuentra más dispersa. Las espermatogonias se multiplican y se diferencian a espermatocitos primarios 

en estado preleptoténico. Los espermatocitos preleptoténicos atraviesan la barrera hematotesticular (ver 

adelante) y pasan del compartimiento basal al adluminal (Nebel et al. , 1962). 

b) Espermatocitos 

Los espermatocitos preleptoténicos entran a la profase meiótica la cual consiste de cinco etapas. En la 

primera etapa; de leptoteno (L) se hacen visibles y se alinean los cromosomas en el plano ecuatorial de la 

célula. En la segunda etapa llamada cigoteno (Z) cada cromosoma busca a su compañero homólogo para 

formar cromosomas divalentes. En la etapa de paquiteno (PQ) los cromosomas se condensan y se hacen 

más gruesos. En la etapa de diploteno (DP) los dos cromosomas de cada divalente se separan y la célula 

sufre diacinésis concluyéndose con ello la primera profase meiótica. A este tipo de célula germinal se le 

denomina espermatocito secundario. En la etapa inmediata, la célula entra a la metajase y con ello se 

inicia la segunda división meiótica, cada célula presenta a los cromosomas divalentes en el plano 

ecuatorial. En la anajase, cada cromosoma del divalente se separa hacia los polos y en la te/ojase cada una 

de las células hijas queda con la mitad del número cromosómico original. La célula germinal originada de 

la última división meiótica recibe el nombre de espermátida redonda (Cormack, 1988). 

e) Espermiogénesis y espermátidas 

Se define como espermiogénesis el proceso de diferenciación y desarrollo que determina el cambio de 

los espermatocitos a espermátidas. La Fig.l B muestra un esquema resumido de las principales etapas en 

la diferenciación de las espermatidas. La fase de Golgi abarca los pasos 1-3. El aparato de Golgi cercano a 

la membrana nuclear produce dos' gránulos formados por carbohidratos denominados "acrosómicos", los 
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cuales se fusionan como un solo, este recibe la denominación de gránulo acrosómico porque se posiciona 

en el extremo anterior o cefálico de la membrana nuclear (akron significa extremidad). A partir de un 

centriolo, se genera un pequeño filamento caudal que finalmente será el futuro flagelo , el cual irá 

creciendo progresivamente. En los pasos 4-7: la fase CAP, el gránulo acrosómico produce dos estructuras, 

el acrosoma que es un granulo pequeño situado justo a la mitad del extremo anterior del núcleo, y una 

estructura semejante a una membrana que se desarrolla alrededor del acrosoma cubriendo 

aproximadamente una tercera parte de la superficie nuclear, esta membrana se denomina caperuza o 

capuchón cefálico (cap-head). En el paso 8-12: fase del acrosoma. El núcleo y el acrosoma se orientan 

hacia la región basal del túbulo, el núcleo se elonga y la caperuza se extiende hacia la región caudal. Más 

tarde, el núcleo y el acrosoma se aplanan y se alargan situándose en lo que se podría considerar la región 

dorsal del núcleo, el acrosoma adquiere una estructura en forma de gancho. En los pasos 13-16: La fase de 

maduración en donde los espermas adquieren su forma totalmente madura, en esta etapa, el núcleo se 

condensa y aplana aun más, el acrosoma ya no se puede diferenciar de la caperuza, éste junto con el 

núcleo adquieren forma afilada en el extremo cefálico, el excedente citoplasmático se desprende y es 

fagocitado por las células de Sertoli y finalmente la espermátida toma su forma definitiva (Oakberg, 

1956). 

1.2) Células somáticas del parénquima tubular 

1.3.- Las células de Sertoli 

Las células de Sertoli , son células somáticas parenquimatosas que se diferencian al momento que 

ocurre la diferenciación sexual gonadal. Esto puede observarse claramente por microscopia electrónica en 

el ratón al día 12.5 dpc (ver adelante). Conjuntamente con las células germinales, las células de Serto li 

forman el cordón y posteriormente los túbulos seminíferos. Desde su aparición, la membrana de la célula 

de Sertoli siempre mantiene íntimo contacto con las células germinales, por lo que se ha considerado que 

tienen un papel en la maduración de los gametos. También han sido denominadas como células nodrizas 

(ver figura I A). Estas rodean con sus procesos citoplasmáticos a las células germinales en sus distintos 

estados de diferenciación. En el estado adulto, las células de Sertoli tienen forma columnar y su membrana 

se polariza. Las células de Sertoli descansan sobre una membrana basal. Las células de Sertoli adultas 

presentan un núcleo irregular el cual se localiza en la parte basal del túbulo. Al microscopio electrónico se 

observa que el núcleo presenta a sus lados masas de cromatina no condensada, lo que produce la 

impresión de que el núcleo es triple. Con tinción especial al microscopio de luz también se identifica 

como un núcleo tripartita. La célula de Sertoli contiene más retículo endoplásmico liso que retículo 

endoplásmico rugoso. Adicionalmente presentan lisosomas, lo cual les permite degradar y fagocitar 
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cuerpos residuales de los espermatozoides (Rev: Cormarck, 1990; Rev: Fawcet, 1975). Además de su 

posible función como células nodrizas de las células germinales, las células de Sertoli son capaces de tener 

un gran número de interacciones endocrinas, parácrinas y autócrinas debido a que secretan una variada 

cantidad de moléculas (ver adelante). Por ejemplo, la secreción de inhibina inducida por la hormona 

folículo estimulante (FSH) en las células de Sertoli adultas inhibe por retroalimentación negativa la 

liberación de la propia hormona. Otra importante función de las células de Sertoli es el ser la célula 

responsable de formar la barrera hematotesticular en el túbulo seminífero del animal adulto. Esta barrera 

se encuentra formada por proteínas de las membranas de dos células de Sertoli adyacentes formando los 

complejos de unión que permiten la adhesión firme entre estas células. Los complejos de unión incluyen a 

diferentes estructuras tales como: uniones estrechas, uniones comunicantes, desmosomas y elementos 

fibrilares. Estos complejos delimitan la región basal y la región adluminal, limitando el transporte de 

grandes moléculas entre estos compartimentos y segregando proteínas específicas en la membrana basal y 

apica\. Por ejemplo, se sabe que la región basal del túbulo expresa una proteína llamada glicoproteína p la 

cual expulsa drogas citotóxicas (Melaine et a\., 2002). Las células germinales se encuentran embebidas en 

el citoplasma de las células de Sertoli, tanto en la región basal como apica\. Desde que se descubrió la 

barrera hematotesticular, se consideró que tenía como una de sus funciones principales el proteger a las 

células germinales de influencias dañinas de moléculas citotóxicas que provienen de la circulación 

sanguínea, confinando dentro de la luz de los túbulos los productos antigénicos producidos por las células 

germinales posmeióticas. De esta forma se evita su contacto con la circulación sanguínea y la consecuente 

generación de una reacción autoinmune (Fawcet, 1975 , Gilula et al. , 1976, Rev: Steiner y Cameron, 1990). 

Se ha propuesto el que la región adluminal mantiene un microambiente inmunologicamente privilegiado mediante la 

secreción específica y dirigida de moléculas inmunosupresoras, debido a que es extremadamente raro ver 

linfocitos cercanos al lumen o en el intersticio, lo que potencialmente, podría generar acciones citotóxicas 

(Filippini et al. , 2001). 

1.4) Las células somáticas intersticiales 

Las células intersticiales se encuentran localizadas entre los túbulos seminíferos (Fig. 2A). Estas 

incluyen a las células semejantes a los fibroblastos o células mesenquimatosas, macrófagos, células 

endoteliales, células endoteliales linfáticas, células perivasculares y células miotubulares. Estas últimas 

presentan actividad contráctil sobre el túbulo seminífero y delimitan el espacio intersticial tanto en la vida 

fetal como postnatal. El principal tipo celular dentro del intersticio son las células de Leydig, que son las 

responsables de la producción de testosterona. Estas células durante la vida adulta llegan a constituir el 80 

% de las células intersticiales (Vergoween et a\., 1991). 
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1.5) Las células de Leydig 

Las células de Leydig en los roedores se organIzan como agregados o acúmulos. Es frecuente 

encontrarlas cerca de vasos sanguíneos que rodean a los túbulos seminíferos (Fig. 2A Y 2B). Tienen una 

forma poligonal presentando un núcleo ovoide, la heterocromatina frecuentemente rodea la envoltura 

nuclear. Son uninucleares en la mayoría de las especies de mamíferos. En el ratón, su diámetro promedio 

es de 20 ¡.¡.m. Su número absoluto en el ratón adulto, se ha estimado en 2.0 X 106 células/testículo 

(Vergowen et al., 1993). Existe una relación directa entre la superficie del retículo endoplásmico liso 

(REL) y la capacidad para producir testosterona. De hecho, el área del REL es regulada por la hormona 

luteinizante (LH). El área del REL se incrementa en presencia de ésta hormona e involuciona al disminuir 

él estímulo gonadotrópico (Ewing y Zirkin, 1983). Las células de Leydig presentan un aparato de Golgi 

con formas vesiculadas. Estas son abundantes en las épocas de reproducción y menos abundantes en los 

periodos de quiescencia en las especies de reproducción estacional (Rev: Rusell , 1996). Las células de 

Leydig presentan gotas de Iípidos al término de la vida fetal y en la época de madurez en el animal adulto. 

Estas gotas son claramente visibles en el ratón (Kerr et al. , 1985), mientras que en la rata, sólo se observan 

en el periodo fetal y parte del periodo prepuberal (Ge et al. , 1998). Cuando son observadas al microscopio 

electrónico, también se encuentran numerosas proyecciones citoplasmáticas . De hecho las células de 

Leydig son capaces de englobar partículas. Las células de Leydig frecuentemente forman procesos que se 

adentran formando depresiones en la superficie membranal de los macrófagos que se encuentran en 

contacto con ellas en el espacio intersticial. No obstante se desconoce la función de estas interacciones 

(Niemi et al. , 1986; Rev: Orth, 1993; Rev: Rusell, 1996). Los bordes externos de los cúmulos de células 

de Leydig están rodeados de material de colágeno típico de las membranas basales. Las células de Leydig 

sirven como una fuente de esteroides para la diferenciación masculina y para la espermatogénesis. Los 

productos secretorios de las células de Leydig incluyen a la testosterona. Para una mayor información 

sobre estructura y función de las células de Leydig pueden consultarse las revisiones de Rusell , 1996, y 

Ewing y Keene, 1993 . 

2.0) ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL ORIGEN DE LAS CELULAS TESTICULARES 

Las células germinales en la etapa embrionaria migran desde el intestino posterior y el mesenterio 

dorsal hacia el primordio o cresta gonadal que resulta de un engrosamiento del mesonefros (ver adelante) 

(Steinberger y Steinberger, 1975). A partir de la diferenciación sexual gonadal, que en el ratón ocurre al 

12.5 día poscoitum (dpc), las células germinales quedan englobadas en las proyecciones citoplasmáticas 

de las células parenquimatosas que se diferencian a células de Sertoli. Estas últimas producen y secretan 

proteínas que forman una lamina basal. También al 12.5 dpc algunas de las células somáticas intersticiales 

se diferencian a células de Leydig (ver resultados sección 1) y otras a células contráctiles llamadas 
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peritubulares que rodean a los cordones seminíferos, delimitando así el espacio intersticial del componente 

tubular. Se desconocen los mecanismos precisos que inician este proceso (Vergoween et al. , 1991). 

2.1) Desarrollo de la gonada sexualmente indiferenciada 

El mesonefros se define como un tejido embrionario que se origina del mesodermo y se detecta a partir 

del 9 dpc . De éste derivan en el macho los órganos siguientes: los testículos, los riñones, la rete testis y los 

duetos seminíferos. El mesonefros está formado por tejido estromal, tubulos mesonéfricos, túbulos 

wolfianos y tej ido vascular. El mesonefros se observa a partir del día 9 dpc en el ratón (Byskov et al , 

1986). La cresta germinal o genital se produce como un engrosamiento o abultamiento del mesonefros. A 

partir de este engrosamiento se forma la gónada indiferenciada. Esta se observa por microscopía 

electrónica al día 9.5 en el ratón (Rev: Byskov, 1986) y en la rata se observa al día 12.5 postcoitum 

(Satoh, 1985). La llamada cresta genital contiene células mesenquimatosas y células genninales. Las células 

mesenquimatosas se dividen en "atípicas y típicas". Las células atípicas se ha propuesto que pueden 

diferenciarse hacia precursoras somáticas, ya que estas forman arreglos celulares lineales que semejan 

células epiteliales y que son conocidas como "cordones sexuales". Adicionalmente, se encuentran las 

células mesenquimatosas típicas . A esta masa central de células formada por los cordones sexuales, células 

mesenquimatosas, excluyendo a las células primordiales germinales, se le ha denominado blastema o 

médula (Steinberger y Steinberger, 1975). Por otra parte, en esta etapa (9.5 dpc) ya se reconoce un epitelio 

formado por varias capas de células que cubren la médula de la cresta genital o germinal el cual recibe el 

término actual de epitelio ce/ómico (Rev: Byskov, 1986, Karl y Capel 1998). El origen de las células 

somáticas del testículo ha sido un tema muy controvertido durante varios años. Como veremos adelante 

existen hipótesis al respecto pero continua siendo un tema de investigación actual. 

2.2) Origen y proliferación de las células germinales 

Existe consenso general de que las células germinales tienen un origen extragonadal. Las células 

germinales primordiales son primero detectadas en el ratón , a los 7-8 dpc como una población de células 

que reaccionan a la fosfatasa alcalina en tej idos embrionarios cercanos a la base del alantoides. 

Recientemente, también se han identificado mediante la expresión del antígeno nuclear germinal 1, 

GNCA 1 (Enders y May, 1994). En el ratón, las células germinales migran a través del mesenterio dorsal 

hacia la cresta genital a donde llegan al día 9 y 9.5 dpc en el ratón (Byskov, 1986; Hogan et al. , 1986) y en 

la rata entre el día 12.5 y 13 dpc (Satho, 1985). Durante su migración y durante su establecimiento en la 

gónada proliferan (ver adelante). 
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2.3) Hipótesis sobre el origen de las células somáticas 

Witchi, en 1951 postula, a partir de observaciones del primordio gonadal de testículo de rana, que las 

células mesenquimatosas mesonéfricas dan origen a los llamados "cordones sexuales" a partir de los 

cuales se forma el blastema gonadal, pero además sugiere que conforme se desarrolla la médula se 

adelgaza la capa de células del epitelio celómico, es decir, según su hipótesis, la médula se desarrolla por 

células que provienen de los túbulos mesonéfricos y del epitelio celómico. A partir de esta hipótesis han 

surgido modificaciones las cuales se han hecho extensivas a los vertebrados superiores. Estas han sido 

sustentadas en evidencias que se resumen en esta sección. Para abundar sobre este tema pueden 

consultarse las revisiones de: Byskov, 1986, Merchant-Larios y Taketo, 1991, Orth, 1993 y Wartenberg, 

1989. 

a) Procedencia de las células de Sértoli a partir del epitelio de los tubulos mesonéfricos 

Satho (1986) y Zamboni y Upadhay (1982) proponen que las células de Sertoli se forman a partir de 

los llamados "cordones sexuales" de la gónada indiferenciada, y estos que se originan de la diferenciación 

de las células de los túbulos mesonéfricos. Esta hipótesis la sustentan en la observación de que los túbulos 

mesonéfricos se localizan colindando con la gónada en muy estrecho contacto con las células 

mesenquimatosas "atípicas"que dan lugar a los cordones sexuales, sugiriendo su continuidad (Satho, 

1982; Zamboni y Uphaday, 1986). Esta hipótesis no ha podido por ahora ser verificada pues se requeriría 

de una marca que permitiera monitorear a estas células tubulares, desde su estado indiferenciado en el 

mesonefros, lo cual en la práctica no es posible al momento (Karl y Capel, 1998). 

b) Procedencia de las células de Sertoli a partir del epitelio celómico 

Burns en 1961, propuso que el epitelio celómico es quien da origen a los "cordones sexuales ,. y 

posteriormente a la masa gonadal. Esto lo sustento en sus observaciones morfológicas en donde 

distinguió que el epitelio celómico parecía guardar continuidad con los cordones sexuales desde la 

formación del primordio gonadal. Más recientemente, para probar que las células de Sertoli provienen del 

epitelio celómico, Karl y Capel (1998) mincroinyectaron células del epitelio celómico en la gónada 

indiferenciada del ratón en el día 11.5 dpc con el colorante fluorescente Dir. Posteriormente, monitorearon, 

utilizando microscopia confocal, su ubicación en la gónada diferenciada. Este colorante fluorescente se 

incorpora a la bicapa lipídica uniéndose a los grupos tiol de las proteínas existentes en la misma. En 

principio no afecta la viabilidad de la célula y tiene la ventaja de que no se difunde a las células vecinas . 

También utilizaron anticuerpos específicos dirigidos contra la hormona: inhibitoria muleriana (MIH) que 

es un marcador de las células de Sertoli, así como contra el factor esteroidogénico-1 (SF-I), utilizado aquí 

como un marcador de especificidad de las células de Leydig. En estudios de colocalización les fue posible 
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concluir que al 12.5 dpc, la marca del DiI se encontraba en las células de Sertoli . También el Di 1 se 

identificó en algunas células intersticiales SF -1 negativas, esto es, no se encontró en las células de Leydig. 

No obstante en este trabajo no se investigó a que subtipo celular correspondían. 

c) Procedencia de las células intersticiales y de los cordones sexuales a partir del estroma 

mesonéfrico 

Byskov, 1986, postula que las células somáticas de la gónada fetal incluyendo a los cordones sexuales 

y a las células intersticiales se forman a partir de células provenientes del mesénquima mesonéfrico. A 

diferencia de Witchi (1951), Byskov nunca involucra al epitelio celómico. También propone que el 

mesénquima genera toda la masa gonadal a excepción de las células germinales. Una derivación de esta 

hipótesis , como veremos a continuación, ha sido puesta a prueba utilizando ratones transgenicos ROSA 

26. Estos ratones fueron generados por ingeniería genética mediante la transfección de una construcción 

"genica" en células totipotenciales de embrión de ratón, la cual contiene el gen de la. B-galactosidasa. Las 

células que integraron el gen, fueron incorporadas en un embrión en etapa de blastocisto el cual luego fue 

implantado en una hembra pseudopreñada (Frederich y Soriano, 1991). De esta forma, el gen se insertó en 

el genoma al azar y se expresó ubícuamente. Para el caso del ratón ROSA 26, a la fecha no existe un 

estudio que demuestre si hay tej idos en estos animales que no expresan el gen . Merchant et al., (1998) 

estudiaron chimeras in vitro de implantes del mesonefros de ratones transgénicos ROSA 26 con una 

gónada indiferenciada de ratón silvestre. Ambos tejidos se obtuvieron al día 11.5 dpc, se pusieron en 

contacto físico y fueron co-cultivados y estudiados por 71 a 91 hrs. Como los ratones transgénicos 

expresan la enzima B-galactosidasa, su actividad se detecta por medio de la reacción con un cromóforo, el 

producto de la reacción con éste, genera una coloración azul visible al microscopio de luz. Al microscopio 

electrónico también es posible detectar los cristales derivados del producto de la reacción del cromóforo. 

Después de haberse cultivado las quimeras por 3 a 4 días, se observaron células intersticiales en la gónada 

positivas a la B-galactosidasa mediante estudios de microscopía electrónica. Tanto las células semejantes 

a fibroblastos o células mesenquimatosas, peritubulares y las células de Leydig, tuvieron marca positiva a 

la B-galactosidasa. A partir de este trabajo estos investigadores concluyen que los principales tipos de 

células intersticiales embrionarias testiculares tienen su origen en las células del estroma o mesénquima 

mesonéfrico. No obstante, dada la ubicua distribución del gen de la B-galactosidasa, estos estudios no 

permiten diferenciar si las células provienen tan solo del estroma o de los túbulos mesonéfricos. En este 

trabajo no se discute si esta enzima está o no presente en las células de Sertoli. 

Resumiendo, existen evidencias de que las células somáticas intersticiales gonadales provienen del 

mesonéfros, aunque falta precisar si éstas provienen del mesénquima o de los túbulos mesonéfricos. 

También existen evidencias de que las células somáticas de Sértoli provienen del epitelio celómico. No 
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obstante, a la fecha no hay estudios que permitan descartar el que las células precursoras de Sertoli puedan 

provenir del túbulo y/o del estroma mesonéfrico. 

3.0) ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL DESARROLLO DE LAS PRINCIPALES CELULAS 

TESTICULARES 

3.1.Topología, proliferación y diferenciación de las células germinales 

a) Proliferación de las células germinales en ratón 

Como ya se mencionó, se sabe que los gonocitos proliferan durante su migración por el intestino 
, 

posterior hacia la cresta gonadal. Esto ocurre entre el día 7 y 8 dpc. También el que continúan 

proliferando cuando se establecen en la gónada. Para el caso del testículo esta proliferación se mantiene 

hasta el día 16.5 dpc, edad a la cual los gonocitos entran en un periodo de quiescencia hasta el 

nacimiento. Los cambios en la proliferación ocurren asociados a cambios en la distribución de los 

gonocitos . Su distribución en la gónada es homogénea mientras proliferan y es central cuando han dejado 

de proliferar al dia 16.5 dpc (Vergoween et al., 1991). 

Después del nacimiento, algunos gonocitos se hacen más alargados y sus membranas proyectan 

pseudópodos hacia la región basal del cordón seminífero. Al día 3 dpp en el ratón es posible localizarlos 

en la periferia del túbulo (Vergoween et al. , 1991). Asociado a este cambio en su localización , reinician 

su actividad mitotica. Existe el reporte de que el número absoluto de gonocitos se incrementa 

progresivamente hasta el día 5dpp, pero no se conoce lo que sucede entre los días 6-7 pp ( Baker y 

O'Shaughnessy, 2000; Nebel et al. , 1962; Vergoween et al. , 1991). A partir de esta fecha, la mayor parte 

de los gonocitos ya se diferenció a espermatogonias. Las espermatogonias presentan ciclos de proliferación a todo 

lo largo de la vida postnatal (Baker y O'Shaughnessy, 2000; Rev: Steinberger y Steinberger 1975: 

Vergoween et al. , 1991). 

b) Diferenciación de las células germinales 

Durante el periodo entre el nacimiento y la prepubertad, entre el día 3 y 21 dpp en el ratón, las células 

germinales se diferencian mediante el proceso conocido como espermatogénesis. Al día 3 dpp es posible 

observar la primera espermatogonia. Entre el día 10 al 12 dpp es difícil observar gonocitos (Fig. 3), y 

existe un alto porcentaje de espermatocitos en preleptoteno que entran a la meiosis Fig. 4 (Nebel et al., 

1962). La célula menos diferenciada, la espermatogonia, se divide para formar células premeióticas o 

espermatocitos primarios o preleptoténicos. Una vez que los espermatocitos pasan la barrera, se convierten 

en espermatocitos leptoténicos, los cuales por el proceso de reducción cromosómica forman células 
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obstante, a la fecha no hay estudios que permitan descartar el que las células precursoras de Sertoli puedan 

provenir del túbulo y/o del estroma mesonéfrico. 

3.0) ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL DESARROLLO DE LAS PRINCIPALES CELULAS 

TESTICULARES 

3.1.Topología, proliferación y diferenciación de las células germinales 

a) Proliferación de las células germinales en ratón 

Como ya se mencionó, se sabe que los gonocitos proliferan durante su migración por el intestino 
, 

posterior hacia la cresta gonadal. Esto ocurre entre el día 7 y 8 dpc. También el que continúan 

proliferando cuando se establecen en la gónada. Para el caso del testículo esta proliferación se mantiene 

hasta el día 16.5 dpc, edad a la cual los gonocitos entran en un periodo de quiescencia hasta el 

nacimiento. Los cambios en la proliferación ocurren asociados a cambios en la distribución de los 

gonocitos. Su distribución en la gónada es homogénea mientras proliferan y es central cuando han dejado 

de proliferar al dia 16.5 dpc (Vergoween et al. , 1991). 

Después del nacimiento, algunos gonocitos se hacen más alargados y sus membranas proyectan 

pseudópodos hacia la región basal del cordón seminífero. Al día 3 dpp en el ratón es posible localizarlos 

en la periferia del túbulo (Vergoween et al. , 1991). Asociado a este cambio en su localización , reinician 

su actividad mitotica. Existe el reporte de que el número absoluto de gonocitos se incrementa 

progresivamente hasta el día 5dpp, pero no se conoce lo que sucede entre los días 6-7 pp ( Baker y 

O ' Shaughnessy, 2000; Nebel et al. , 1962; Vergoween et al. , 1991). A partir de esta fecha, la mayor parte 

de los gonocitos ya se diferenció a espermatogonias. Las espermatogonias presentan ciclos de prol iferación a todo 

lo largo de la vida postnatal (Baker y O 'Shaughnessy, 2000; Rev : Steinberger y Steinberger 1975 : 

Vergoween et al. , 1991). 

b) Diferenciación de las células germinales 

Durante el periodo entre el nacimiento y la prepubertad, entre el día 3 y 21 dpp en el ratón, las células 

germinales se diferencian mediante el proceso conocido como espermatogénesis. Al día 3 dpp es posible 

observar la primera espermatogonia. Entre el día 10 al 12 dpp es difícil observar gonocitos (Fig. 3), y 

existe un alto porcentaje de espermatocitos en preleptoteno que entran a la meiosis Fig. 4 (Nebel et al., 

1962). La célula menos diferenciada, la espermatogonia, se divide para formar células premeióticas o 

espermatocitos primarios o preleptoténicos. Una vez que los espermatocitos pasan la barrera, se convierten 

en espermatocitos leptoténicos, los cuales por el proceso de reducción cromosómica forman células 
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haploides llamadas espermátidas redondas. Las espermátidas se transforman en espermatozoides, a través 

de un proceso conocido como espermiogénesis. Este es un proceso en donde la espermátida redonda pasa 

por una compleja metamorfosis que involucra modificaciones estructurales dramáticas del núcleo, la 

formación de nuevos organelos y adquisición de mecanismos que permiten la motilidad Fig lB. (Leblond 

y Clermont, 1952; Oakberg, 1956). 

Leblond y Clermont, (1952) Y posteriormente Oakberg (1956) describieron por primera vez los 

cambios en las características morfológicas de los acrosomas en las espermátidas del testículo de la rata y 

del ratón respectivamente. Mediante un estudio detallado de los cambios estructurales que ocurren en las 

espermátidas en el curso de su desarrollo y formación a espermatozoides, describieron 14 estadios bien 

definidos en la rata y 12 en el ratón . Cada uno de estos estadios se encuentra conformados por una 

asociación específica de células germinales en distintos estados de diferenciación . Los diferentes estadios 

en la rata y el ratón se encuentran en regiones definidas a lo largo del túbulo seminífero en un orden 

secuencial. La aparición periódica de estos estadios permitió definir lo que se conoce como el ciclo del 

epitelio seminífero. La descripción de Oakberg del ciclo del epitelio seminífero en el ratón adulto (Fig. 

4A) se mantiene prácticamente sin cambios hasta nuestros días (Enders y May 11, 1994). Otros trabajos 

minuciosos realizado por Nebel et al. , 1962 y Vergoween et al. , 1993 , permitieron describir el tiempo que 

le toma al testículo de ratón para formar la primera onda de la espermatogénesis. A partir de éstos, se sabe 

que se requiere de 35 días para la completa maduración de las células germinales, desde la aparición de las 

espermatogonias hasta la formación de los espermatozoides completamente maduros. En el ratón, las 

células inician la meiosis entre el día 8 y 12 dpp. Para el día 18 pueden ya observarse un gran porcentaje 

de espermatocitos en paquiteno tardío. Al día 21 es posible visualizar las espermátidas redondas de 

manera frecuente. Entre los días 28 al 31 dpp es posible presenciar las espermátidas elongadas. En el día 

35 dpp, es factible localizar a lo largo del túbulo, todos los estadios del ciclo del epitelio seminífero . Estos 

aspectos están ilustrados en la Fig 4B modificada a partir del trabajo de Nebel et al. , (1962). 

3.2) Moléculas reguladoras de la proliferación y diferenciación de las células germinales durante el 

desarrollo del roedor 

3.2.1) Periodo fetal, neonatal y prepuberal 

a) hormonas gonadotrópicas 

La mayor información sobre la regulación del desarrollo de las células germinales mediada por las 

gonadotropinas ha sido obtenida de estudios realizados durante la etapa prepuberal. Se cuenta con muy 

poca información sobre su participación en la etapa fetal , debido a la baja sensibilidad de los métodos para 

detectar la concentración de gonadotropinas en embriones de animales pequeños como los roedores. No 
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obstante, estos han mejorando y comienza a conseguirse información al respecto. Además, con el 

advenimiento de las técnicas moleculares y de ingeniería genética y con la generación de los animales 

transgénicos, un mayor conocimiento sobre estos temas comienza a obtenerse. Por ejemplo, por medio de 

estudios de biología molecular se sabe que el transcripto del receptor completo de la GnRh en la pituitaria 

fetal , comienza a expresarse al día 16 dpc en el ratón (Gore et al., 1999). La LH intrapituitaria del embrión 

de ratón se ha detectado al día 17 dpc y se ha determinado que sus niveles máximos se observan a termino 

(O'Shauggenessy et al., 1998). 
1 

Zhou y Hutson (1995) fueron los primeros en proponer que en el ratón la diferenciación inicial de los 

gonocitos no requiere de gonadotropinas. Esta hipótesis fue propuesta a partir de la observación de que los 

gonocitos no se diferenciaron a espermatogonias in vi/ro cuando los testículos de ratón recién nacido son 

mantenidos en cultivo en presencia de la heG. Baker y O 'Shaughnessy (2001), profundizan en la 

investigación de este aspecto realizando estudios en ratones transgénicos hipogonádicos (hpg), los cuales 

carecen del gen que codifica para la hormona liberadora de las gondotropinas (GnRH), por lo cual no 

tienen concentraciones detectables de FSH ni LH en la circulación. Ellos encontraron que el número total 

de gonocitos y de células de Sértoli entre el día 16 dpc y el fin de la gestación, es semejante tanto en los 

ratones hpg como en los ratones silvestres. Sin embargo, después del nacimiento en el testículo del ratón 

hpg. ambas células sufren una disminución de hasta en un 50% en su número absoluto entre el día I y 5 

dpp al comparárseles con el encontrado en el animal normal o silvestre . Adicionalmente, observaron que 

en el testículo del animal hpg, no se afecta la diferenciación de los gonocitos a espermatogonias, pues para 

el día 5 dpp ya hay células de este tipo que se han migrado a la región periférica del cordón, tal como 

sucede en el animal normal. Resumiendo, estos resultados indican que después del nacimiento, las gonadotropinas 

son críticas para la proliferación de las células germinales y las células de Sertoli pero no así para la 

diferenciación de las células germinales. Puesto que se tiene numerosa evidencia de que las células de 

Sertol i son las únicas células blanco que presentan el receptor a FSH (Manuela-Simoni et al. , 1997) se 

sugiere de este estudio, que probablemente después del nacimiento la falta de la hormona afecta 

directamente a las células de Sertoli, lo que indirectamente también repercute sobre la proliferación de las 

células germinales. 

b) Modulación parácrina de la proliferación y diferenciación de las células germinales 

Existen en la literatura estudios en los cuales señalan la importancia de los factores parácrinos en el 

desarrollo y proliferación de las células germinales. En experimentos in vitro, se ha reportado cambios en 

la proliferación de las células germinales y de Sertoli inducidas por diferentes factores de crecimiento 

(tabla 1) aunque en la mayoría de los casos se desconoce su mecanismo de acción. In vivo se desconoce 

que combinación particular es requerida para ejercer su influencia en la maduración de las células 
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germinales en cada etapa específica de desarrollo. En algunos casos estos factores actúan de manera 

independiente y en otros en forma sinérgica incrementando la respuesta predominante de la FSH (Meehan 

et al., 2000). Algunos ejemplo son: 

i) La activina y la folistatina 

La activina es una proteína que forma parte de la familia de los factores transformantes de crecimiento 

~ (TGF-~ por sus siglas en ingles.) La folistatina es una proteína reguladora que se une a la activina, 

también recibe el nombre de proteína inhibidora de la activina. Se ha observado en varios tejidos 

embrionarios que la folistatina neutraliza la acción de la activina, evitando que se una a su receptor. Se 

sabe que el patrón temporal de expresión de la activina y folistatina se regula en una forma que depende 

del tipo celular y de la edad, así como el que los cambios en su expresión se correlacionan con cambios 

en el desarrollo de las células del testículo de la rata. Meehan et al. , (2000) encontraron que la activina se 

expresa en los gonocitos al ser observadas secciones de testículo de 18.5 dpc, tanto por 

inmunofluorescencia como por hibridación in situ. Al día 21.5 dpc la expresión del transcrito y la proteína 

se reduce significativamente siendo prácticamente nula al día 3dpp. También encuentran que la 

diferenciación de los gonocitos a espermatogonias ocurre asociada a la disminución de los niveles de 

expresión de la activina y al inicio de la expresión en estas células de la folistatina . Como ya se mencionó, 

en la rata y en el ratón, entre el día 3 y 5 del nacimiento se lleva a cabo la diferenciación de los gonocitos 

a espermatogonias. También durante estos días inician su proliferación y migración de la región central 

del túbulo a la región basal. Meehan et al. , (2000) también investigaron si la activina y la folistatina son 

capaces de regular la proliferación, migración y diferenciación de los gonocitos. Para esto realizaron 

estudios inmunocitoquímicos en secciones de fragmentos de testículo de I y 3 dpp preincubadas con 

bromodeoxiuridina (8rdU) y mantenidos en cultivo por 72 horas en presencia de la hormona FSH o 

folistatina (Fs) o activina (Act) o una combinación de estos (Act /Fs, Act/FSH, Fs/FSH ó Act/Fs /FSH). 

Meehan et al. , (2000) mostraron que, en fragmentos de testículo de rata neonatal mantenidos por tres días 

en medio de cultivo, los gonocitos incrementan su actividad proliferativa únicamente en presencia de 

activina. Con esta misma estrategia, los autores describen además que las primeras espermatogonias 

observadas solamente incrementan su actividad proliferativa en presencia de la combinación FSH/Folistatina. 

Adicionalmente, observan que esta combinación en particular incrementa in vitro la relocalización de las 

espermatogonias de una porción central a la región periférica del túbulo. Otro grupo de investigación 

reportó que la FSH sin ninguna combinación, induce la proliferación de las espermatogonias entre el día 

9-18 dpp en la rata (Boitani et al., 1995). Consistentemente con estos resultados, en el ratón, se ha 

observado que el incremento progresivo en la síntesis de FSH se correlaciona con el incremento de las 

espermatogonias (Selmanoff et al. , 1976; Vergoween et al., 1993) ver Fig 58. 
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ii) Hormona inhibidora muleriana eMIR) 

Otro factor parácrino recientemente implicado en el desarrollo de las células germinales antes de la 

pubertad, es la hormona inhibidora antimuleriana (Mili). Attar et al., (1997) midieron los niveles séricos . 

de la hormona durante el desarrollo posnatal encontrando que los valores de ésta son altos al primer día de 

nacimiento y posteriormente decaen de manera gradual a sus niveles más bajos entre los días 9 y 15 dpp. 

En otros experimentos realizados en criosecciones de testículo de ratones de 9 dpp Y 15 dpp, se analizó la 

relación entre la expresión de la marca para Mili y el inicio de la meiosis. En éstos se incubaron los 

túbulos con anticuerpos contra la Mili. Encontraron que la marca desaparece en los túbulos de secciones 

de testículo de 9 dpp que han entrado al proceso meiotico, es decir, que presentan espermatocitos en 

leptoteno, mientras que es intensa en aquellos túbulos que presentan espermatocitos premeióticos. A partir 

de estas observaciones, Attar et al., (1995) proponen que, posiblemente, la Mili frena por algún 

mecanismo no conocido la entrada a la meiosis. 

c) Posible efecto del número de células de Sertoli en la proliferación de las células germinales 

Aun no se tienen aclarados los mecanismos moleculares que regulan los fenómenos de proliferación y 

diferenciación en las células germinales durante la ontogenia de los mamíferos. Las evidencias iniciales 

obtenidas principalmente en el periodo posnatal, han permitido sugerir la existencia de una estrecha 

asociación estructural y funcional entre las células germinales y las células de Sertoli durante el desarrollo. 

Por ejemplo, Orth et al., (1988) han sugerido que el número de células de Sertoli establecido en la edad 

perinatal define el número de células germinales en la etapa adulta. En este trabajo, modifican por medio 

de una droga antimitotica exclusivamente la proliferación de las células de Sertoli desde la etapa neonatal, 

observándose a través de un conteo de las células de Sertoli y de las espermátidas redondas en el animal 

adulto, que no solamente se encuentra reducido el número de las células de Sertoli, sino tambi~Ilel de las 

células germinales. En el mismo estudio, como dato relevante, observan que tanto en la rata tr~t,ada como 

en la intacta, la relación numérica obtenida al dividir el número de espermátidas redondas~.entre ,el número 

de células de Sertoli siempre es de 6. En el mismo sentido Singh y Handelsman (1996) han observado en 

los ratones denominados hpg, una disminución en el número de células de Sértoli y de todos los tipos de 

células germinales en la edad prepuberal, advirtiéndose que la relación numérica e~"seIl!.eié!nte a la 

observada en el animal silvestre. Estos ratones, además de tener una disminución eq.. ~su talla, y pesq, 

presentan un decremento en los niveles de gonadotropinas. Cuando administran FSH desde . el pe[Í9QQ 

neonatal observan en la etapa adulta que se incrementa significativamente el número de células de Sértoli 

y de células germinales manteniéndose la proporción entre ambas.(Singh y Handelsman, 1996). Por lo 

tanto, estos estudios enfatizan la estrecha relación que debe existir entre las células de Sertoli y las células 
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germinales, pues aquellas condiciones que reducen la población de células de Sertoli también merman el 

número de células germinales y sostienen la hipótesis de que el número de células de Sertoli establecido 

en la etapa fetal ó en la temprana etapa prepuberal, modifican en forma definitiva el número de células 

germinales en la edad adulta. De lo observado en los ratones hpg, se sugiere que las gonadotropinas SOl; 

primordiales para el desarrollo de los dos tipos de células tubulares. Cabe señalar que desde tiempo atrás, 

se ha considerado que una gonadotropina en particular, la hormona folículo estimulante (FSH) es el 

modulador esencial en el desarrollo de las células de Sertoli y consecuentemente de las células germinales. 

Más recientemente se ha venido involucrando a la hormona luteinizante (LH). Así, algunos grupos de 

investigación sostienen al momento que la hormona folículo estimulante (FSH) tiene como único blanco a 

las células de Sertoli, mientras que la hormona luteinizante tiene como blanco principal en el testículo a 

las células de Leydig. La hormonas FSH y LH, a su vez, inducen la liberación de factores proteicos cuyas acciones 

autócrino/parácrinas aun incomprendidas, potencialmente pueden tener una considerable cantidad de 

funciones. De lo anterior puede deducirse que existe una compleja interacción entre los distintos tipos 

testiculares para regular los procesos de desarrollo. 

3.2.2) Inicio y mantenimiento de la espermatogénesis 

De acuerdo a las revisiones de Zirkin, (1993) y Plant y Marshall (2001), el inicio de la espermatogénesis se 

define como la formación de la primera onda de la espermatogénesis, es decir, la primera generación de 

espermatozoides maduros que son detectados al día 35 pospartum en el ratón y al día 56 pospartum en la 

rata. Por otro lado, el mantenimiento de la espermatogénesis, se refiere exclusivamente a los 

requerimientos para sostener la producción de espermatozoides en el estado adulto . Los requerimientos 

hormonales en estas dos etapas son distintos y se resumen a continuación . 

A) Inicio de la espermatogénesis 

i) Regulación por la acción sinergica de la FSH, LH y testosterona 

Se tienen evidencias de que la testosterona inducida por LH es fundamental para inducir el desarrollo 

de la primera onda de la espermatogénesis, tanto en roedores como en humanos durante la pubertad (Rev . 

Plant y Marshall , 200 1; Zirkin, 1993). También de que la acción sinérgica de la FSH con la LH y la 

testosterona, optimizan este proceso de desarrollo en los roedores. Chemes et al. , (1979) observaron que 

las ratas tratadas con un antisuero dirigido contra la FSH desde el día de nacimiento hasta el día 32 dpp, 

presentaban a partir del 33 dpp, una disminución importante en el número de las espermátidas de los pasos 

7 y 8 de la espermiogénesis. Adicionalmente, midieron los niveles de testosterona intratesticular en 

ratones tratados con anti-FSH. Estos se reducen en un 20% en comparación con el grupo control. No 

obstante, los efectos más dramáticos se observaron cuando aplicaron un antisuero contra la LH. El 
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tratamiento con la administración del antisuero contra la LH por 32 días induce severas alteraciones en el 

epitelio germinal, el diámetro del túbulo reveló una marcada reducción . Más aun no pudo detectarse 

ninguna espermátida. Los tipos más maduros de células germinales después de este tratamiento, fueron los 

de espermatocitos en paquiteno. Los niveles de testosterona intratesticular de los ratones tratados con anti~ 

LH mostraron una dramática reducción hasta del 87% con respecto al grupo control. 

Años mas tarde Zhang et aL, (200 1) obtuvieron un ratón con deleción total del gen que codifica para el 

receptor a la LH en ratón (ratones LURKO) y corroboraron que la inactivación del la acción de la LH 

produce un efecto extremadamente negativo en el desarrollo de la espermatogénesis . La examinación 

histológica en el testículo del animal adulto mostró que la célula germinal más desarrollada en estos 

mutantes era la de espermátida redonda. Adicionalmente midieron la testosterona sérica e intratesticular 

en el animal adulto reportando que ambas se encontraban muy disminuidas . No discuten porque la célula 

más madura de la espermatogénesis que ellos encuentran en el ratón mutante difiere de la encontrada por 

Chemes et aL , (1979). 

Con una estrategia similar se ha observado la importancia de la FSH en el desarrollo de la 

espermatogénesis. Sairam et aL, (2001) lograron obtener ratones con una mutación para el receptor a la 

FSH (ratones FORKO). En estos ratones, si bien muestran todas las etapas de la espermatogénesis, las 

espermátidas avanzadas se encuentran reducidas en un 30-50%. Esto es, la ausencia de la acción de la 

FSH sobre su receptor no parece dañar cualitativamente la espermatogénesis, pero si la afecta 

cuantitativamente. Adicionalmente reportaron que la síntesis de testosterona en el ratón mutante adulto se 

encuentra disminuida en un 60-70 %. No obstante que los niveles séricos de LH son normales, es 

importante señalar que estos ratones son infértiles, subrayando la importancia de la acción sinérgica de la 

FSH con la de la LH. 

B) Mantenimiento de la espermatogénesis 

a) Regulacion ejercida por la testosterona 

Un experimento que demuestra la importancia fundamental de la concentración de testosterona en la 

producción óptima de esperma en el estado adulto, fue realizado por Santulli et aL, (1990). En estos 

estudios utilizaron ratas adultas hipofisectomizadas a las cuales se les administraron distintas concentraciones 

de testosterona por medio de implantes subdérmicos de polidimetilsiloxano (POS) de diferentes tamaños . 

Estos implantes liberan de manera sostenida la testosterona a la circulación sanguínea. Así, se encontró 

que el incremento en la concentración de testosterona liberada es proporcional al tamaño del implante de 

POS. Posteriormente disectaron los testículos y contaron el número total de esperma para más tarde 

establecer la relación que hay entre el tamaño del implante, la concentración de testosterona y la 
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recuperación del número de espermas. Con esta estrategia, mostraron que el incremento exponencial en 

el número de espermátidas depende del aumento en longitud del implante y por lo tanto de la 

concentración de testosterona. Por ahora no es posible precisar si la acción de los andrógenos es directa 

sobre las células germinales o si es indirecta a través de su acción sobre las células de Sértoli . Aun son· 

ambiguos los reportes que tratan de localizar el receptor a los andrógenos en las células testiculares. Hay 

quienes describen, por experimentos inmunocitoquímicos, que el receptor a los andrógenos no se expresa 

en las células germinales de ratón y rata en ningún periodo de desarrollo (Zhou-Q et al., 2002). Sin 

embargo, otros estudios realizados en ratón indican que éste se expresa en los gonocitos y en las 

espermatogonias (Zhou-X et al. , 1996). 

b) Posible efecto regulatorio indirecto ejercido por la hormona FSH 

En el estado adulto, la participación de la FSH para el mantenimiento de la espermatogénesis ha 

merecido poca atención experimental para el caso de los roedores . Sin embargo, algunos reportes iniciales 

han sugerido que para el mantenimiento de la espermatogénesis en la rata, se requiere de la acción de la 

hormona FSH y sobre todo en el estadio VII de la espermatogénesis (Dym et al. , 1979; Parvinen et al. , 

1987). Durante el estadio VII en el túbulo seminífero de los roedores ocurren importantes procesos 

fisiológicos celulares: a) En este estadio se lleva a cabo el inicio de la meiosis al diferenciarse los 

espermatocitos en preleptoteno; b) Entre el estadio VII y el VIII se lleva a cabo la translocación de los 

espermatocitos en preleptoteno de la región basal a la región adluminal en la barrera hematotesticular, y en 

ratón se ha dado evidencia de que el receptor a los andrógenos se encuentra en las células de Sertoli 

primordialmente e el estadio VII (Zhou et al., 2002), por ello se ha propuesto que los andrógenos pueden 

estar regulando la translocación de las células germinales a nivel de la barrera hematotesticular; c) En este 

estadio se observa la aparición de grandes cantidades de retículo endoplásmico rugoso en las células de 

Sertoli ; d) En los túbulos de los estadios VII y VIII se presentan los máximos niveles en la secreción de 

proteínas (Shan et al. , 1996). Las siguientes observaciones sugieren que la alteración en el desarrollo del 

estadio VII , posiblemente tenga repercusiones en la actividad de las células de Leydig, ya que : a) La 

población de las células de Leydig es mayor en áreas del testículo que circundan a los túbulos en estadio 

VII en el ratón (Berg et al. , 1982), b) En la rata, Parvinen et al. , (1987) han mostrado que la secreción de 

testosterona se incrementa in vitro cuando las células de Leydig purificadas son cocultivadas con 

porciones de túbulos seminíferos del mismo animal que se encuentran en el estadio VII, y c) En el mono 

se ha encontrado un incremento del retículo endoplásmico liso en las células de Leydig agrupadas en torno 

a los túbulos seminíferos del estadio VII (Fouquet et al., 1987). 
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3.3 ANTECEDENTES SOBRE EL DESARROLLO DE LAS CÉLULAS SOMÁTICAS DEL 

TESTÍCULO 

3.3.1.-Antecedentes generales sobre la topología, proliferación y diferenciación de las células de 

Sértoli en el ratón 

Los precursores de las células somáticas se diferencían hacia células de Sertoli al día 12.5 dpc cuando 

ocurre la diferenciación sexual en el ratón (Merchant-Larios y Moreno Mendoza, 1996). En el ratón, entre 

el día 12.5 y 14.5 dpc, las células de Sertoli muestran núcleos redondos variables en tamaño y forma 

aunque de menor tamaño al de los gonocitos. En estos días las células somáticas se encuentran mezcladas 

con las células germinales en los ya formados cordones seminíferos. Entre los días 16 y 20 dpc, las células 

de Sertoli se organizan y re-localizan en la parte basal del cordón seminífero. 

En el testículo del ratón las células de Sértoli proliferan a partir del 14 dpc alcanzando su máximo pico 

al día 16 dpc Fig. 3 (Vergoween et al., 1991). A partir del nacimiento, el índice de proliferación comienza a 

decrecer y alcanza su nivel estacionario alrededor del día 14 dpp cuando dejan de proliferar. A esta última 

fecha ya presenta su morfología adulta totalmente diferenciada. Esto es, son un epitelio polarizado con una 

membrana apical y basolateral claramente diferenciada y separada por el complejo de unión , ver fig. 3 

(Vergoween et al. , 1991 , 1993). 

i) Moduladores de la proliferación y diferenciación de las células de Sertoli 

Vida fetal. A la fecha se desconoce el factor inductor de la diferenciación y proliferación de las células 

de Sértoli en el periodo embrionario. Se ha observado que la proliferación de las células de Sertoli ocurre 

correlacionada con la producción de andrógenos durante la vida fetal (Orth et al. , 1993). Recientemente, 

Jhonsthon et al. , (2003) han descrito que al nacimiento, hay una reducción significativa en el número de 

células de Sértoli en ratones Tfm, los cuales presentan inactivado el receptor a los andrógenos. Esto indica 

que los andrógenos regulan su proliferación desde antes del nacimiento. Sin embargo, con respecto al 

receptor de los andrógenos, por ahora su detección en las células de Sertoli fetales es debatible (Orth et al. , 

1993 , Zhou-Q et al. , 2002; Zhou-X et al. , 1996). 

Periodo prepuberal. Existen evidencias de que la proliferación de las células de Sertoli es regulada 

principalmente por la hormona FSH en esta etapa ya que: a) La proliferación de las células de Sertoli de 

rata in vitro, se incrementa durante su incubación con la FSH, ya sea sola (Orth, 1990) así como en 

presencia de la activina (Meehan et al., 2000). La activina y la FSH dejan de tener su efecto proliferativo 

sobre las células de Sertoli al día 18 dpp (Orth, 1993 ; Meehan et al., 2000) fecha en la cual las células de 

Sertoli toman su patrón diferenciado definitivo en rata. b) Los ratones transgénicos que tienen inactivado 
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el receptor a FSH ó la subunidada 13 de la hormona, presentan en la etapa prepuberal y adulta una 

disminución de hasta el 60 % en el número de estas células de Sertoli (Jhonston et al. , 2003; Rev: Sairam 

et al., 2001). También se han descrito otras diferentes moléculas que tienen efectos sobre la proliferación 

y diferenciación de las células de Sertoli (ver tabla 1). 

3.3.2 Antecedentes generales sobre el desarrollo de las células intersticiales de Leydig 

En el caso del testículo cabe recordar que existen dos periodos funcionales en estas células, que son el 

periodo fetal y el periodo posnatal. La producción de andrógenos por parte de las células de Leydig fetales 

es la responsable de la masculinización y de las características primarias sexuales durante la vida fetal y a 

los primeros días del nacimiento. La síntesis de testosterona por parte de las células de Leydig de la 

población adulta, es la responsable de la generación de las características sexuales secundarias durante la 

pubertad y del mantenimiento de los niveles adecuados de testosterona requeridos para la espermatogénesis 

(Rev: Ewing y Keene, 1993 ; Rev: Lejeune et al. , 1998; Rev: Saez, 1994). 

Se ha propuesto que existen dos linajes de las células de Leydig en los mamíferos : las células de Leydig 

fetales , que se encuentran principalmente durante el periodo fetal y decrecen en número después del 

nacimiento, y el linaje de las células de Leydig de la población adulta las cuales emergen incipientemente 

durante el periodo prepuberal y se incrementan progresivamente a principios de la pubertad. Esta hipótesis 

emerge de la caracterización de las diferentes respuestas funcionales de las células de Leydig fetales y 

adultas (Tabla 11) así, como del periodo de involución de las células de Leydig fetales que ocurre durante 

al prepubertad (Hardy et al. , 1989, Kuopio et al., 1989). 

A) Desarrollo de las células de Leydig durante el periodo fetal 

Por estudios de microscopía de luz, las primeras células de Leydig fetales se han descrito en el ratón 

alrededor del día 12.5 dpc . Al término de la gestación adquieren las características ultraestructurales de 

una célula totalmente diferenciada (Merchant-Larios y Moreno-Mendoza, 1996). Existen escasas investigaciones 

sobre la proliferación de las células de Leydig fetales. Vergoween et al., (1991) no reportaron cambios 

importantes en el índice de proliferación de estas células entre el día 14.5 y 18 .5 dpc, en estudios donde la 

mitosi s fue cuantificada utilizando un método autorradiográfico de incorporación de uridina radioactiva en 

conjunción con el método de tinción con hematoxilina. (Fig. 3). Estos investigadores indican sin embargo, 

que al final de la vida embrionaria en el ratón, el tamaño de los agregados aumenta y puede llegar a un 

número de hasta 40 células (Vergoween et al. , 1991). Nuestros estudio sobre la expresión de la enzima 

esteroidogénica 3-I3HSD, que es un marcador de células de Leydig en el ratón, es consistente con la idea 

de que esta población celular aumenta durante la vida fetal (Resultados, sección 1). Descripciones 

semejantes se han documentado en el testículo de la rata. (Rev: Lejeune et al., 1998). 
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B) Etapas del desarrollo de las células de Leydig durante el periodo postnatal 

Dentro del periodo posnatal podemos hablar de tres etapas en el testículo. Así, para el caso específico del 

ratón tenemos: a) la e~apa neonatal y prepuberal (0- 21 dpp), b) la etapa de la pubertad, cuando inicia la 

sínteis de gonadotropinas (21-35 dpp) Y c) Y la etapa adulta (> 35 dpp) (Ogasawara et al., 1984; Ramaley 

1979; Rey, 1999; Selmanoff et al., 1977). 

i) Periodo neonatal y prepuberal 

A partir del día de nacimiento se ha descrito un decremento en la población de las células de Leydig. 

En el caso del ratón, Vergoween et al., (1991) encuentran por estudios de microscopía de luz, que ésta 

ocurre entre los días 3 y 11 pospartum (fig.6). La disminución de esta población nosotros también la 

detectamos al dia 3 dpp (ver resultados sección 1) cuando se utiliza un anticuerpo contra la 3~-HSD 

combinado con estudios de inmunocitoquimica. Este cambio está correlacionado con una declinación en la 

secreción de testosterona por estas fechas (Fig. 7 A, 7B). Existen dos hipótesis respecto a la procedencia 

de las células de Leydig en la etapa adulta. La primera, propone que las células de Leydig fetales 

disminuyen en su funcionalidad y en su volumen para luego volver a diferenciarse hacia células de 

Leydig de la población adulta. La segunda es que las células de Leydig fetales involucionan a una 

población mínima que persiste a través de todo el desarrollo posnatal y que será rebasada por la otra 

población de células de Leydig adultas las cuales se diferencian a partir de las células mesenquimatosas 

precursoras posnatales (Fig. 6). Hoy por hoy, siguen desconociéndose los mecanismos celulares que 

regulan la regresión de las células fetales a partir del nacimiento (Rev: Huhtaniemi , 1996; Rev : Lejeune et 

al. , 1998, Rev: Saez, 1994). 

Consistentemente con la distinta respuesta funcional descrita para la población de células de Leydig 

fetales y adultas , se ha reportado recientemente que existe una expresión diferencial de las isoformas de 

dos enzimas esteroidogénicas. En el ratón, Shaet al., (1996) han encontrado dos isoformas de la enzima 

17~-HSD(KSR (ver adelante), la tipo 1 y la tipo III. La isoforma tipo 1, que predomina en las etapas 

fetales y en el recién nacido, pero descienden sus niveles alcanzando su nadir durante la etapa prepuberal. 

A partir de la etapa prepuber, la isoforma tipo III comienza a predominar sobre la tipo 1. En el caso de la 

enzima 3 ~-HSD, Baker et al., (1999) reportaron que durante los periodos fetal y la etapa prepuber se 

expresan las isoformas tipo 1 y VI, siendo la isoforma tipo 1 la que predomina en este periodo. Más tarde, 

entre el día 9 y 11 dpp la isoforma tipo VI se incrementa progresivamente predominando a partir del día 

21 dpp, cuando la población de las células de Leydig inician un periodo de alta tasa de proliferación que 

concluye alrededor del día 35 dpp, véase la figura 3 (Verwogeen et al., 1993). 
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i).- Periodo púberal y adulto 

En la etapa púber (21- 30 dpp) ocurren cambios funcionales muy importantes. Entre el día 25 y 28 en 

el ratón, también acontece el descendimiento de los testículos con el consecuente descenso en la 

temperatura del testículo por debajo de la del cuerpo a 34 o C. En el ratón, Selmanoff et al., (1977) describieron 

que al día 21 dpp se incrementan los niveles de LH sérico, los cuales alcanzan sus niveles máximos al día 

35 dpp (Fig 7 A). Esto se correlaciona con un incremento gradual en los niveles de expresión de la enzima 

17f3-HSD/KSR que ocurre a partir del dia 25 dpp y que llegan a su máximos entre los días 30 y 35 dpp 

(Sha et al., 1996; Sheffield y O'Shaughnessy, 1988). Este cambio permite el predominio de la testosterona sobre 

la androstendiona como el andrógeno principal (Fig 7B). También entre el día 21 y 35 dpp hay una alta 

tasa de proliferación de las células de Leydig (figura 5). 

3.3.3 Regulacion de la proliferación y diferenciación de las células de Leydig 

3.3.3.1. Periodo fetal 

En las etapas más tempranas del desarrollo de las células de Leydig no se ha descrito la presencia del 

receptor a LH (O 'Shaughnessy et al. , 1998). Más aún, las siguientes evidencias indican que la LH y FSH 

no inducen la diferenciación de las células de Leydig fetales en los roedores: a) En el ratón la 

diferenciación de las células de Leydig ocurre antés de que el transcripto de la hormona GnRH en el 

hipotálamo (Gore et al. , 1999) y del receptor a LH (R-LH) en ellas se haya expresado (O 'Shaughnessy et 

al 1998). Estos se expresan al día 16 dpc, b) Las células de Leydig de los ratones KO para el gen GnRH 

(hpg) y KO para el receptor para la LH (LURKO) no muestran ninguna diferencia fenotípica a nivel de 

microscopía de luz al termino de la gestación con respecto a las células de Leydig de los ratones normales 

(Baker y O ' Shaughnessy, 2000; Zhang et al , 2001). Sin embargo, en estos últimos experimentos queda por 

demostrarse el que estas células presentan las características fisiológicas y ultraestructurales normales de 

una célula de Leydig diferenciada al término de la edad fetal. 

No obstante lo anterior, otros grupos de investigación han postulado que la diferenciación de las 

cé lulas de Leydig en el roedor se encuentra bajo el control de la LH en la parte tardía de la vida fetal con 

base a las siguientes evidencias: a) Se ha detectado la secreción de la testosterona de las células de Leydig 

del testículo fetal del ratón en respuesta a la estimulación con hCG a partir del día 16 dpc (Pointis y 

Mahoudeau, 1977), b) El transcripto completo del receptor a LH, considerado como funcional, se expresa 

en las células de Leydig a partir del día 16 dpc y se hace máximo a termino en el ratón (O 'Shaughnessy et 

al. , 1998); y, c) la LH intrapituitárica se hace máxima al día 18 dpc en el ratón (O 'Shaughnessy, 1998) y 
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d), La máxima síntesis de testosterona testícular fetal ocurre durante los días previos del final de la vida 

fetal en la rata (Warren et al. , 1984) o a término en el ratón (O'Shaugnhessy et al. , 1998). 

Resumiendo, en roedores como la rata y el ratón, la síntesis de testosterona es detectada unos días antes 

de que aumente la síntesis de la hormona LH, por 10 que es posible que la esteroidogénesis sea inducida 

por factores parácrinos, aun no precisados. No obstante el máximo incremento en la síntesis de testosterona 

que se observa hacia el final de la vida fetal puede estar determinado por la acción de la LH. 

3.3.3.2 Periodo posnatal 

A partir de estudios funcionales y estructurales en la rata, el grupo de Hardy et al. , (1989) han 

propuesto la existencia de tres etapas en la diferenciación de las células de Leydig adultas: a) Las células 

de Leydig progenitoras (14 dpp), b) las células de Leydig inmaduras (28 dpp) Y c) las células de Leydig 

adultas (56 dpp). Cada una tiene características morfológicas y funcionales distintas que se resumen en la 

tabla Ill. 

i) La hormona luteinizante (LH) regula la diferenciación de las células de Leydig postnatales 

Existe una correlación temporal estrecha entre los cambios en los niveles de LH séricos y los cambios 

en la secreción de testosterona durante la vida postnatal (Fig.7 A Y B). Esto permitió el considerar el 

posible papel regulador de la LH en la proliferación y/o diferenciación de las células de Leydig 

(Ogasawara et al. , 1984). Se ha observado que la proliferación de las células progenitoras se mantiene en 

ratas inmaduras de 21 dpp hipofisectomizadas y tratadas con EDS, sustancia que induce la destrucción 

específicamente de las células de Leydig. Así, no obstante que se observan células que proliferan en los 

intersticios, no es posible detectar la actividad de la enzima 3 f3~HSD . La inyección de LH en las ratas 

tratadas, induce en las células mitóticas intersticiales la expresión de la enzima (Benton et al. , 1995 ; Ge et 

aL , 1996). Estos resultados sugieren el que la acción principal de la LH en este periodo, es inducir la 

diferenciación de estas células. Otra información reporta que las células de Leydig entre los días 20 y 35 

dpp se duplica en los ratones silvestres, mientras que solo se incrementa un 10% en los testículos de los 

ratones hpg deficientes en el gen que codifica para la GnRH (Baker y O ' Shaughnessy, 2001). 

Adicionalmente, en el ratón homocigoto deficiente en el receptor a LH (LURKO), se ha observado que en 

cortes histológicos de testículo de la etapa prepuberal y adulta, hay una clara disminución en el tamaño de 

las áreas de los intersticios, lo cual se correlaciona con una disminución clara en la síntesis de testosterona 

(Zhang et al. , 2001) . Estos resultados soportan datos previos que indican que durante esta etapa y sobre 

todo a partir del día 21 pospartum, en el ratón, es indispensable la LH para la adecuado desarrollo de las 

células de Leydig adultas, e indican que aunque la LH no es indispensable para la proliferación de las 

células precursoras si lo es para su diferenciación en este periodo. 
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ii) Efecto regulador de la FSH en el control del desarrollo de las células de Leydig posnatales 

No obstante, además de la LH se requiere de otras hormonas y factores (ver adelante) para inducir el 

máximo de proliferación y diferenciación de las células de Leydig. Una de estas hormonas es la FSH. Se 

ha observado en ratas inmaduras hipofisectomizadas que el número de células de Leydig se recupera 

parcialmente al suministrarse la LH exógenamente. No obstante este número nunca alcanza su máximo a 

menos que se administren conjuntamente las hormonas LH y FSH (Verhoeven y Cailleau, 1985; Perrard­

Sapori et al., 1987). Esto indica que en el estado posnatal inmaduro el desarrollo de las células 

progenitoras de Leydig requiere de la acción sinérgica de las dos hormonas gonadotrópicas. Se desconoce 

el mecanismo de acción mediante el cual la FSH lleva a cabo estas acciones. Dado que las células de 

Leydig no tiene receptores a la FSH (Rev: Manuela-Simoni et al. , 1997), es posible que su acción sea 

mediada través de un péptido producido por las células de Sertoli al ser estimuladas por la FSH. 

ii).-Efecto regulador autócrino de los andrógenos en las células de Leydig y su sinergismo con la LH 

Se ha sugerido que las células progenitoras se diferencian bajo el efecto de los andrógenos . In vitra, se 

ha observado en rata, que la diferenciación citológica y la capacidad de producir testosterona de las células 

progenitoras cultivadas en presencia de LH, aumenta en presencia de dehidrotestosterona. Es probable que 

la testosterona tenga una acción autócrina directa puesto que los niveles del receptor a los andrógenos en 

las células de Leydig progenitoras e inmaduras son muy altos en la rata (Bremner et al., 1994; Ge et al. , 

1996). Otras investigaciones han mostrado que en los ratones deficientes en el gen que codifica para el 

receptor a los andrógenos (ratones tfm), las células de Leydig no se diferencian correctamente. Se ha 

observado que estos animales, son deficientes en la actividad de las enzimas P450c 17 y 17¡3-HSD/KSR 

(ver adelante), además de que no responden a la estimulación a la LH. Estos problemas funcionales 

resultan de la carencia de acción autócrina de los andrógenos sobre todo en la etapa de las células de 

Leydig inmaduras (Murphy et aL, 1994). En las células de Leydig del ratón, el receptor a andrógenos solo 

se ha descrito en el periodo posnatal. Attar et al., (1997) describen que se detecta a partir del día 7 dpp y 

Zhou et al. , (1996) hasta el día 14 dpp. También es posible el que la testosterona tenga efectos indirectos 

sobre las propias células de Leydig a través de un mediador parácrino, aunque por ahora no hay evidencias 

de que esto ocurra. 

iv) Factor de crecimiento similar a la insulina (lGF-1) 

El Factor de crecimiento similar a la insulina, (IGF-l) por sus siglas en inglés, es un péptido que se ha 

considerado indispensable para el desarrollo de las células en diferentes tejidos de mamíferos. El IGF-l se 

considera que actúa localmente en los tejidos como un factor parácrino y/o autócrino (Rev: Ge et al. , 

1996). En las células testiculares, se ha encontrado que se expresa prácticamente en todas las células del 

testículo. En el intersticio se ha reportado su expresión en las células mesenquimatosas y en las células de 
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Leydig. Estas células lo expresan fundamentalmente en la pubertad. In vitro el IGF-I induce la 

proliferación de las células de Leydig y potencia la esteroidogenesis inducida por LH. Se ha reportado, 

que las células de Leydig liberan el IGF-I, in vitro, en respuesta a la estimulación por LH y el AMPc. De 

lo anterior, se ha propuesto que el IGF-I es un factor regulador del desarrollo de las células de Leydig 

progenitoras e inmaduras (Rev Lin et al. , 1996). Se sabe que la hormona de crecimiento también puede 

potenciar ia esteroidogénesis. En los ratones dwarf, los cuales son deficientes en hormona del crecimiento, 

se han observado bajos niveles de testosterona. No obstante, para que la HG tenga este efecto parece 

requerir del IGF-I ya que si se aplica en su ausencia, in vitro, no se observa su efecto estimulador (Ge et 

al. , 1996) 

En el túbulo se expresa en las células peritubulares, en las células de Sertoli y en las células 

germinales. Se considera que las células de Sertoli y las células germinales expresan niveles bajos de la 

proteína. Al momento, se ha detectado el receptor al Factor IGF-I en las células de Leydig y en las células 

de Sertoli mediante estudios de unión específica (Rev: Lamb, 1993 ; Lin et al., 1996). 

v) TGFa. e Interleucina 

En el periodo de inmadurez, las células de Leydig también reqUieren de otros factores 

paracrinos/autócrinos para su proliferación. Se han realizado experimentos en los cuales se compara el 

efecto proliferativo de varios factores mitóticos en células de Leydig de ratas de 21 dpp. En estos estudios 

se compararon los efectos de la LH vs el factor de crecimiento similar a la insulina (lGF-l), el factor de 

crecimiento transformante (TGFa.) y la interleucina-I. Lo que se observa en experimentos de incorporación de 

timidina es que si bien, la LH induce una ligera actividad mitótica en esta etapa, la inducción mitótica de 

los factores IGF-l , TGFa. y la interleucina-I, es mucho mayor (Rev: Benton et al. , 1995, Ge et al. , 1996, 

Saez et al. , 1994). 

Resumiendo, los experimentos anteriores indican que durante la pubertad, la LH es esencial para el 

desarrollo de las células de Leydig, no obstante otros factores son requeridos para su inducir su máxima y 

adecuada proliferación. 
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4.0) LOS ELEMENTOS NEUROENDOCRINOS DE LA REPRODUCCIÓN 

El sistema nervioso central gobierna el sistema reproductor a través de dos elementos neuroendocrinos 

el hipotálamo y la pituitaria también llamada hipófisis. La pituitaria constituye la glándula endocrina más· 

importante de todo el cuerpo. Ello es debido a que sintetiza también hormonas que controlan el 

comportamiento del tiroides, corteza adrenal, ovarios y testículos. A su vez, la pituitaria es controlada por 

la porción encefálica denominada hipotálamo, por lo que, es el encéfalo el que está íntimamente involucrado en 

el control del funcionamiento del sistema endocrino Fig 8 (Rev: Steiner y Cameron, 1988). 

El hipotálamo consiste de dos distintas poblaciones neuronales: las neuronas de la región magnocelular y 

de la región parvicelular. La región parvicelular contiene los somas de neuronas cuyos axones liberan 

péptidos conocidos como factores de liberación. Los factores de liberación son transportados hacia la 

pituitaria anterior a través de un complejo sistema de vasos sanguíneos que reciben el nombre de sistema 

portapituitario, estos interconectan el hipotálamo con la adenohipófisis. El factor que induce la liberación 

de la hormonas FSH o LH recibe el nombre de hormona liberadora de las gonadotropinas, GnRH por sus 

siglas en inglés (Acampora et al. , 1998; Rev: Matsumara et al. , 2000). 

La pituitaria tiene dos lóbulos diferentes, anterior y posterior, a veces llamados adenohipófisis y 

neurohipófisis. Ambos lóbulos se desarrollan durante el periodo fetal a partir de células que provienen del 

hipotálamo. La pituitaria anterior parece no tener inervación alguna, pero en cambio está íntimamente 

conectada al hipotálamo por el sistema portapituitario (Acampora et al. , 1998; Rev: Matsumara et al. , 

2000). La pituitaria madura consiste de cinco distintos tipos celulares, cada uno definido por la hormona 

que produce . Así en el lóbulo anterior se encuentran los tirotropos (producen la hormona estimulante de la 

tiroides), los somatotropos (que liberan la hormona del crecimiento), Los corticotropos (producen la 

hormona adrenocorticotrópica ACTH) y los gonadotropos, los cuales liberan las hormonas LH y FSH y 

estimulan a las gónadas (Acampora et al. , 1998). 

La hormona GnRH es sintetizada en el hipotálamo como parte de un precursor inactivo más grande 

conocido como prehormona, el cual consta de 92 aminoácidos. Una adicional digestión enzimática 

permite la separación de un péptido de 23 aminoácidos y otro de 56 para generar finalmente un péptido 

activo de 10 aminoácidos . Este último es la hormona activa que induce la liberación de LH y de FSH 

(Rev: Steiner y Cameron, 1990). 

4.1. - Definición y descripción general de las principales gonadotropinas 

La hormona LH y FSH son glicoproteínas sintetizadas por los gonadotropos de la pituitaria anterior. La 

gonadotropina coriónica humana (hCG) se sintetiza y libera de la placenta. Cada glicoproteína está 

conformada por la asociación no covalente de las cadenas proteicas alfa y beta. La subunidad alfa es 
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común para la LH, la hCG y la FSH, mientras que la subunidad beta es única para cada hormona. Las 

subunidades combinadas y su estructura terciaria específica son necesarias para la unión al receptor 

originándose con ello la consecuente promoción de la respuesta biológica (Steiner y Cameron, 1991). 

Antes de ser secretadas, las gonadotropinas necesitan estar glicosiladas, la extensión de la glicosilación es 

importante para el control de la función gonadal. Los azucares unidos a las gonadotropinas incluyen el 

ácido siálico, la galactosa, la N-acetilglucosamina y la manosa. El grado de glicosilación, que es muy 

diverso entre las gonadotropinas, parece conferirles diferente potencialidad biológica. Por ejemplo, se 

tiene evidencia que tras la remoción de las gónadas en ratas, se incrementan las formas de FSH que tienen 

abundante ácido siálico unido, lo que parece conferirles una vida media alta pero una reducida potencia 

biológica. El tratamiento con esteroides gonadales revierte este fenómeno, permitiendo que la pituitaria 

secrete FSH con menos cantidad de ácido siálico (Rev: Matsumara et al., 2001 ; Rev : Steiner y Cameron, 

1990). Así, la pituitaria secreta una compleja familia de gonadotropinas cuya vida media y potencialidad 

biológica puede variar bajo diferentes condiciones fisiológicas y esto parece estar en función de la 

composición de carbohidratos (Rev: Matsumara et al., 2001; Rev: Steiner y Cameron, 1990). 

4.2.- Descripción general de las células hipofisiarias productoras de gonadotropinas 

Los gonadotropos comprenden una población heterogénea, estas difieren en tamaño y cantidad relativa 

de LH y FSH liberada en respuesta al GnRH. Algunas células secretan cantidades relativamente 

equimolares de ambas gonadotropinas, mientras que otras secretan ya sea LH o FSH . Las subpoblaciones 

de células gonadotrópicas tienen diferente respuesta al GnRH. Esto resulta en parte secundariamente a una 

diferente densidad de receptores en cada gonadotropo. En cultivo, los gonadotropos son capaces de liberar 

LH y FSH en la ausencia de estimulación por GnRH, sin embargo, in vivo, los gonadotropos dependen de 

la estimulación por GnRH para mantener su capacidad secretoria (Smith et al. , 1984). La LH y la FSH 

después de ser modificadas en el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi , son empaquetadas en forma 

de gránulos secretorios. Cuando la GnRH se une a su receptor, induce cambios intracelulares de segundos 

mensajeros que concluyen en la fusión de los gránulos secretorios que contienen la FSH y LH con la 

membrana plasmática y su liberación por exocitósis (Con n et al. , 1987). 

4.3 Ontogenia de la expresión de LH 

El curso temporal de la LH sérica en la rata (Ketezelger et al. , 1978) y el ratón (Selmanoff et al., 1977) 

presenta un comportamiento bifásico. En el caso particular del ratón, en la vida intrauterina, el nivel de 

LH ha podido ser detectado de manera intrapituitaria, alcanzando su valor máximo al término de la 

gestación (O'Shaughnessy et al. , 1998). Otro trabajo monitorea sus valores cuando alcanza su nadir en el 
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periodo posnatal (Ogasawara et al. , 1988), observándose que sus valores descienden después de la primera 

semana del nacimiento (Ogasawara et al. , 1998). No se conocen todavía los mecanismos que regulan el 

decremento de la LH durante la prepubertad. Más tarde, los valores de LH intrapituitaria son nuevamente 

detectados entre los días 9-15 dpp (Fig 7 A). Posteriormente, comienzan a incrementarse nuevamente 

alrededor del día 21 dpp alcanzando sus máximos entre los días 30-35 dpp (Berkowitz et al., 1979; 

Selmanoff et al. , 1977). 

4.4 Ontogenia de la expresión de FSH 

Los niveles séricos de FSH han podido ser detectados al final del periodo fetal en la rata (Ackland y 

Scwartz, 1991), en esta, son relativamente altos al final del periodo embrionario (Ketelslegers et al., 

1977), se mantienen a niveles bajos y estacionarios hasta la entrada a la pubertad. No se conocen los 

niveles en la etapa fetal en otros roedores como es el caso del conejo (Veyssiere et al., 1982) y el ratón 

(Selmanoff et al. , 1977). Sin embargo es posible que en todos los casos su liberación sea de tipo bifásica, 

incrementándose importantemente al final de la vida intrauterina y al principio de la pubertad. En el caso 

del ratón, la FSH se detecta al día 10-15 dpp, incrementándose alrededor del día 21 dpp, alcanzando sus máximos 

niveles entre los días 30-35, para posteriormente decrecer y mantenerse a niveles estacionarios alrededor del 

día 60 dpp (véase fig.5 y 7). De acuerdo a estos datos, es posible observar que su liberación ocurre 
, 

coordinada con la de LH desde el periodo prepúber y adulto (Selamnoff et al.. 1977). 

4.5 Retroalimentación negativa en el control de la secreción de gonadotropina 

El trabajo de Moore y Price en la época de los 30's estableció la existencia de una retroalimentación 

negativa entre el testículo y la pituitaria en el macho. Diferentes evidencias indican que la testosterona y el 
I 

estradiol son las principales seiiales que llevan a cabo esta regulación. Actualmente, se sabe que la 

testosterona y sus metabolitos ejercen su efecto a nivel del hipotálamo predominantemente al en lentecer la 

frecuencia de la descarga pulsátil de las células productoras de GnRH, lo que a su vez enlentece la 

secreción pulsátil de las células hipofisiarias que secretan la LH. La inhibina, que es secretada por las 

células de Sertoli, también regula en forma negativa la descarga del GnRH. Su mecanismo de acción se 

desconoce (Rev: Steiner y Cameron, 1990). Otro enlentecedor de la frecuencia de los pulsos de secreción 

de GnRH es el opioide endógeno ~-endorfina. Las beta endorfinas son liberadas de la pituitaria anterior 

junto con la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) durante situaciones de stress, y se tiene conocimiento 

de que ambas regulan negativamente la secreción de gonadotropinas (Del Socorro-Retana et al. , 2001). El 

efecto negativo de las ~-endorfinas, es revertido cuando se aplica con antagonistas de los receptores a 

opioides como es la naloxona (Rev: Steiner y Cameron, 1990). 
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5.0.- VIAS METABOLICAS DE LOS ANDROGENOS EN LAS CELULAS DE LEYDIG 

En todas las especies la primera tasa límite en el metabolismo de los andrógenos es la conversión de 

colesterol a pregnelenona, y es catalizada por la enzima citocromo P450 liberadora de la cadena lateral del 

colesterol (P450sccc) la cual se encuentra en las mitocondrias. Subsecuentemente, y dependiendo de la 

especie, la pregnolenona puede ser metabolizada a progesterona por las enzimas 3~ hidroxiesteroide 

deshidrogenasa / /),.4 
- /),.5 isomerasa (3 ~-HSD). La progesterona a su vez es convertida a 17a­

hidroxiprogesterona y androstenediona en dos etapas, por medio de la citocromo P450 17a-hidroxilasa 

(P450c 17), y finalmente, la enzima 17 cetoesteroide reductasa (17~-HSD/KSR), lleva a cabo la 

conversión de la androstenediona a testosterona (ver fig. 9). Estas últimas enzimas se expresan en el 

retículo endoplásmico liso. Dependiendo de la especie, la pregnelenona puede tomar dos vías posibles para la 

síntesis de andrógenos, estas pueden ser la vía de los /),.4 hidroxiesteroideos o la de los- /),.5 cetosteroideos. Las 

distintas especies de mamíferos utilizan una o ambas vías. Por ejemplo, la vía /),.4 que tiene la siguiente 

secuencia: pregnolenona => progesterona => androstendiona => testosterona, fue la primera en ser 

identificada en ratas. Estudios subsecuentes han mostrado que la conversión de intermediarios /),. 5 es de 

pequeña significancia en esta especie. En contraste, el perro utiliza principalmente la vía /),.S siendo la 

dehidroepiandrosterona el principal androgeno secretado. La vía /),.5 tiene la siguiente secuencias: 

pregnolenona => 17a-hidroxipregnelonona=> dehidroepiandrosterona => androstendiona => testosterona. 

De manera similar la vía /),.5 ha mostrado ser predominante en conejos, cerdos, humanos y primates 

superiores : En el ratón la vía /),.4 domina antes de la pubertad pero en el animal adulto la vía /),. 5 contribuye 

también a la producción de testosterona (véase fig 9) (Rev: Payne y O 'Shaughnessy, 1996; Rev : Saez, 

1994: Sheffield y O 'Shaughnessy, 1988). 

5.1.- Citocromo P450 sccc (liberadora de la cadena lateral de colesterol) 

La citocromo P450 sccc regula la conversión de colesterol a pregnolenona y es esencial para la 

biosíntesis de todos los esteroides gonadales. Durante los periodos de estimulación aguda de las hormonas 

troficas, el transporte de colesterol citosólico hacia la membrana interna de la mitocondria es el paso limite 

en la producción de pregnolenona y consecuentemente en la producción de hormonas estero ideas, no se 

conoce el mecanismo que transporta al colesterol hacia la mitocondria (Payne y O'Shaughnessy, 1996 ; 

Saez, 1994). 
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5.2 -3J3-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa/ I'!,. 4 
- I'!,.S Isomerasa (~J3-HSD) 

La enzima 3J3-HSD cataliza la conversión de I'!,. 4_ 1'!,.5 -3J3-hidroxiesteroides a I'!,. 4-cetoesteroides. Este paso 

es esencial para la biosíntesis de todos los esteroides. La reacción requiere NADH como cofactor e · 

involucra la deshidrogenación de los grupos 3J3-hidroxilo seguido de la isomerización que implica el 

cambio del doble enlace de los carbonos 5 y 6 a los carbonos 4 y 5 (Fig 9). La 3J3-HSD se expresa en 

todos los tejidos esteroidogénicos tales como las adrenales, placenta gonadas y próstata. También se ha 

reportado mediante técnicas histoquimicas en otros tejidos tales como las glándulas sebáceas e hígado 

fetal. Se han aislado varias formas de ADNc de la 3J3-HSD. Los diferentes ADNc's han sido identificados 

por números romanos en el orden en el cual han sido encontrados en diferentes tejidos y especies. Estas 

han sido numeradas de la 1 a la VI. En el testículo de ratón han sido encontradas las iso formas tipo I y la 

isoforma tipo IV, su patrón de expresión cambia durante el desarrollo. Como ya se mencionó, la isoforma 

tipo I se expresa durante el periodo fetal, neonatal y prepuberal, mientras que la isoforma tipo VI se 

expresa de manera predominante a partir de los días 9-11 (Payne y O'Shaugnessy, 1996). 

5.3 . - Citocromo P450 17 

La /enzima P450c17, lleva a cabo la 17 a hidroxilación y la liberación de la cadena de carbonos cn­
C20. Permite la conversión de los esteroides C21 pregnolenona y progesterona a dehidroepiandrosterona y 

androstenediona respectivamente (Fig. 9). En esta reacción de dos pasos, se forman como intermediarios 

la 17a- pregnolenona y la 17a-hydroxiprogesterona. Las actividades de 17a- hidroxilasa y de C17-C21 

liasa son llevadas a cabo por la misma enzima. La P450 c17 se expresa en todos los tejidos 

esteroidogénicos, aunque su actividad esteroidogénica no se ha puesto en evidencia en las · glándulas 

adrenales de la rata y del ratón. En el testículo su actividad se encuentra confinada exclusivamente a .las 

células de Leydig. Dentro de éstas se localiza en el retículo endoplásmico liso (Payne y Oshaugnessy, 

1996 ; Saez, 1994). 

5.4 - 17J3-Hidroxiesteroide deshidrogenasa /cetosteroide reductasa (17J3-HSD/17KSR) 

El paso final en la biosíntesis de testosterona es la reducción de androstenodiona a testosterona a través 

de la actividad de la 17 J3-hidroxiesteroide deshidrogenasa/17-cetoesteroide reductasa (17J3-HSD). El paso 

es reversible dependiendo de la concentración del producto y el sustrato, esto regula la dirección de la 

reacción. Algunos ejemplos de su ubicación intracelular son: la placenta, las células de la granulosa, las 

células adrenocorticales y naturalmente los testículos (Rev:Ewing y Kane, 1993). A la fecha se han 

descrito ocho iso formas (O'Shaughnessy et al., 2000). En el testículo se conocen dos isoformas, la tipo I 

y III (Rev: Payne y O'Shaughnessy, 1996; Saez, 1994). En las células de Leydig se han detectado la 

expresión de las dos isoformas dependiendo de la etapa del desarrollo (Sha et al., 1996)~A diferencia·~e 



las otras enzimas esteroidogenicas, la 17j3-HSD se expresa en las células de Leydig (Payne y 

O'Shaughnesy, 1996; Saez, 1994) y en las células de Sertoli (O'Shaughnessy et al., 2000). En las células 

de Leydig, la enzima se localiza en la membrana del retículo endoplásmico, sin embargo, en las células de · 

Sertoli se desconoce su ubicación intramembranal, tampoco se conoce la iso forma que expresa, solo se 

sabe muy recientemente que estas presentan actividad de 17-cetoesteroide reductasa (O'Shaughnessy et 

al.,2000). 

5.5 - 5a-reductasa 

La enzima 5a-reductasa convierte esteroides con una estructura oxo-~ 4.5 a su correspondiente 5a­

reducido En el caso de la testosterona esto permite su conversión a dihidrotestosterona (Figura 9). Esta 

conversión ocurre en el tejido blanco, aunque también ocurre en el testículo. El análisis de su secuencia de 

aminoácidos obtenida a partir de su DNAc, permite inferir que se trata de una proteína intrínseca de 

membrana. Sólo se ha reportado la actividad de la enzima en las células esteroidogénicas como las células 

de la corteza adrenales, las células de Leydig y las células de la granulosa. Para el caso de las células 

adrenales y las células de Leydig, su localización se ha ubicado dentro de la membrana nuclear y en el 

retículo endoplásmico (Rev: Payne y O'Shaughnessy, 1996). 

5.6 Localización de las enzimas esteroidogénicas 

Existe escasa información respecto a la compartamentalización de las enzimas y de los esteroides en 

las células de Leydig. No obstante, ésta ha sido estudiada en otras células esteroidogenicas tales como las 

células de la corteza adrenal En estas últimas, se sabe que en el retículo endoplámico liso las enzimas se 

encuentran compartamentalizadas en un microambiente que les permite estar en tandem como un sistema 

multienzimático. Es decir, una reacción se sucede una tras otra en un orden tal que les permite llevar a 

cabo las reacciones esteroidogénicas a gran velocidad sin perdidas por difusión de sustratos y productos 

(Rev: Ewing y Keene, 1993). Por ejemplo, Chubb y Ewing (1991) han propuesto que el sitio activo de la 

P450scc se encuentra en la membrana interna de la mitocondria, y los sitios activos deja P45Qc17, 31)­

HSD y 17 KSR se encuentran del lado citoplasmático de la membrana del retículo endoplásmico,_ 

Los esteroides con grupos C-3 hidroxilo se encuentran intercalados en las cabezas polares de Jos 

fosfolípidos membranales y el resto de la molécula penetra en las cadenas no polares. La hidrofobicidad 

esteroidal decrece con la adición de grupos hidroxilo en el carbono C-17 ó en el C-3, así como por la 

reducción del núcleo esteroideo en el C-19. Estas evidencias permiten inferir que los esteroides se hacen 

más hidrofilicos durante la conversión de pregnenolona a testosterona (Rev: Ewing y Keene, 1993). El 

arreglo en tandem de las enzimas esteroidogénicas en el retículo endoplásmico se encuentran en un arreglo 

secuencial que asegura la rápida conversión de pregnelonona a testosterona (Rev: Ewing y Keene, 1993). 
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Dado que su concentración es más alta en el citoplasma que en el intersticio, existe un gradiente de 

concentración que favorece su salida hacia el espacio intersticial en donde es ligado rápidamente a la 

albúmina. 

5.7.- Regulación de las enzimas esteroidogénicas, del receptor a LH y FSH en las células de Leydig y 

de Sertoli inducido por las gonadotropinas 

a) Regulación del receptor a LH 

La acción de la LH sobre las células de Leydig inicia cuando se une a un receptor específico que se 

encuentra en la superficie de la membrana plasmática. El análisis de la secuencia del ADNc del receptor 

revela que contiene siete dominios transmembranales. El receptor contiene una región rica en serinas y 

treoninas en la región carboxilo terminal, lo cual indica que pueden ser sitios favorables para la 

fosforilación. Su estructura es similar a la de los receptores acoplados a las proteínas G (Rev: Steiner y 

Cameron, 1990). 

El RNAm del receptor a LH/hCG no solo se expresa en el testículo sino también en el útero no 

preñado, la placenta humana, los condllctos de falopio y en la próstata de la rata. Existen diferentes formas 

del transcripto que se producen por cortes y empalmes del RNAm recién transcrito ("splacing" 

alternativo) hasta obtener el tamaño que le es funcional. En el caso del ratón, el transcripto corto del 

receptor a LH se detecta al dia 13 dpc, siendo este de 650 pb, mientras que el transcripto completo se 

forma a partir del día 16 dpc y contiene 1034 pb (O'Shaughnessy et al. , 1998). 

El receptor para LH es regulado por la propia LH. Una dosis moderada suministrada en varias etapas, 

incrementa y mantiene los niveles numéricos adecuados. Si se mantienen las células de Leydig en cultivo 

sin suministro de LH, disminuye la población de receptores para la LH. El suministro de una dosis alta 

causa un decremento en el numero de receptores y su degradación, es decir, se induce una desregulación 

(Rev: Saez, 1994 ; Steiner y Cameron, 1990) La desregulación de los receptores por una alta dosis de LH 

o hCG ha sido demostrado in vivo y in vitro (Rev: Saez, 1994). 

Existe la idea de que la liberación pulsátil de la LH es un medio que en condiciones fisiológicas evita la 

desregulación del receptor (Rev. Steiner y Cameron, 1990). Por ahora, los experimentos realizados in 

vitro, tanto con animales silvestres como con deficientes en el gen de la GnRH (hpg), no parecen soportar 

esta hipótesis ya que la administración continua o pulsátil de la hormona LH no se ha reportado que tenga 

efecto sobre la actividad total esteroidogénica (Sheffield y O'Shaughenessy 1989; Verhoeven et al., 

1986). 
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b) Regulación del receptor a FSH 

La hormona FSH es la hormona central en la reproducción de los mamíferos, es necesaria para el 

desarrollo y maduración de la producción de gametos en las gónadas, y quizás durante la vida fértil. El 

FSH actúa uniéndose a receptores específicos localizad6s exclusivamente en las gónadas . El receptor de 

FSH pertenece a la familia de proteínas G. En este caso, la hormona se une al dominio extracelular del 

receptor lo que inicia la cascada de eventos que finalmente permiten su acción efectora. Con anticuerpos 

específicos para FSH, se ha indicado que la marca se localiza en la en la parte basal de las células de 

Sértoli (Rev: Manuela-Simoni et al. , 1997). A pesar de la información reciente que indica que el receptor a 

la FSH también se expresa en las células germinales (Bacceti et al. , 1998), algunos autores consideran que 

el receptor a FSH es estrictamente gonadal y que se expresa específicamente en las células de Sertoli, 

estudios adicionales se requieren para demostrar de manera categórica su expresión en las células 

germinales. Se tiene evidencia, en el caso de la rata, de que el receptor se regula de acuerdo a los cambios 

observados para su agonista, y al igual que éste, fluctúa observando un comportamiento bifásico 

(Ketelselgers et al. , 1977; Warren et al., 1984). 

b) Regulación de las enzimas esteroidogénicas inducido por LH 

La unión de la LH sobre el receptor, estimula la producción de testosterona por las células de Leydig. 

La unión de la LH a su receptor en la membrana, forma un complejo que activa a la adenilato ciclasa para 

producir un incremento en los niveles del AMPc. La elevación del AMPc, disocia la fracción catalítica de 

la proteína cinasa A, la cual fosforila múltiples proteínas (Rev: Payne y O 'Shaugnessy, 1996; Rev : Stocco, 

1996). Se desconocen los mecanismos precisos que vinculan la fosforilación de proteínas y el incremento 

en la esteroidogénesis (Chaurdany y Stocco, 1991 ; Stocco, 1996). Se considera que el AMPc es el 

principal segundo mensajero inducido por la LH que desencadena la síntesis de esteroides debido a que, el 

solo efecto del AMPc mimetiza la acción de la LH, es decir la producción de andrógenos (Rev: Payne y 

O 'Shaugnessy; Rev: 1996; Rev : Saez, 1994; Rev : Steiner y Cameron, 1990). 

En la rata y en el ratón , las células de Leydig requieren del LH/hCG, por lo menos desde la etapa 

prepuberal y adulta para mantener totalmente diferenciada su estructura y función (Rev: Payne y 

O'Shaugnessy, 1996 ; Saez, 1994; Stocco, 1996). La exposición de las células de Leydig al LH o al hCG 

causa dos tipos de respuesta: a) La primera o respuesta aguda que es observada entre los primeros 60 o 90 

minutos de iniciado el estímulo. En ésta, el incremento en los niveles del AMPc involucra el desplazamiento 

(translocation) del colesterol desde el citosol a las mitocondrias. La respuesta aguda depende del estado de 

diferenciación de la célula, del numero de receptores, la cantidad de colesterol disponible y la actividad de 

las enzimas esteroidogénicas. b) La respuesta a largo término, en la cual el incremento del AMPc aumenta 
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el RNAm y la síntesis de proteínas. Se tiene una evidencia de que este efecto ocurre después de hora y 

media de iniciado el estímulo (Rev: Stocco, 1991). 

La estimulación tanto in vivo como in vitro, con LH o la hCG son fundamentales para mantener los 

niveles adecuados de la esteroidogénesis Fig 5 (Payne y O 'Shaughnessy, 1996; Saez, 1994). La supresión ' 

de gonadotropinas, ya sea inducida por la administración de esteroides, por su neutralización con 

anticuerpos, o quirurgica por hipofisectomía en la etapa adulta, in vivo, causa a largo plazo: a) atrofia Je la 

función de las células de Leydig, b) perdida del volumen del retículo endoplásmico liso y c) la perdida de 

receptores a LH. Sin embargo, el número de células de Leydig por testículo no se ve aparentemente 

modificado por este efecto (Rev: Payne y O'Shaugnessy, 1996 ; Rev: Saez, 1994). También por estudios 

tanto in vitro como in vivo, se sabe que la supresión de la LH afecta la expresión de las enzimas 

esteroidogenicas. In vivo, usando implantes de testosterona-estradiol en rata para reducir los niveles de 

LH, se observa que si bien, se detiene la capacidad de las células de Leydig para producir testosterona, no 

se mengua la capacidad de estas para convertir pregnolenona a progesterona, b) Aunque la LH puede 

modular discretamente la expresión de la 3 f3-HSD a largo plazo (Murono y Payne, 1979), se sabe que la 

síntesis de progesterona se mantiene en ratones con deleción del gen que codifica para la hormona 

liberadora de las gonadótropinas (ratones hpg) (Sheffield y O'Shaughnessy, 1988). Este hallazgo indica 

que la LH no es crítica para la actividad de las enzimas P450scc y 3 f3-HSD. En contraste, sin estimulación 

gonadotrópica por LH, los niveles de la enzima P450c 17 caen a valores prácticamente nulos. El 

tratamiento con LH restaura la respuesta esteroidogénica e incrementa los niveles de la enzima P450c 17 y 

la producción de testosterona (Rev: Payne y O 'Shaugnessy, 1996). In vitro, se ha observado que en 

ausencia del estimulo producido por la LH o AMPc, las células de Leydig en cultivo continúan 

sintetizando la P450scc por lo menos hasta el día 11 del tiempo de cultivo. En contraste, la ausencia de LH 

o AMPc después de 48 horas en el medio de cultivo en ausencia de estimulación, interrumpe por completo 

la síntesis de la enzima P450c 17, mientras que su reposición restaura la síntesis de novo de la enzima. 

Otros experimentos demuestran que con el estímulo de LH o hCG se incrementan a largo plazo los niveles 

del RNAm de la P450c17. Las regiones reguladoras de esta enzima que responden al estímulo inducido 

por el AMPc en esta enzima se desconocen (Rev: Payne y Youngblood, 1995.) Estos datos permiten 

inferir que in vivo, la LH no es crítica para la actividad de las enzimas P450scc y la 3f3~HSD, pero si es 

esencial para la P450c 17 (Rev: Payne y O'Shaugnessy, 1996 ; Saez, 1994). 

c) Posible regulación de algunas enzimas esteroidogénicas inducido por la acción de la FSH 

Existen escasos estudios sobre los efectos de la hormona FSH en las enzima esteroiodogénicas. Uno de 

estos fue el realizado por Murono y Payne (1979). En éste se llevó a cabo la hipofisectomía en ratas 

adultas, resultando con ello un decremento del 72% en la actividad de la enzima 3 f3-HSD después de 14 
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días de realizada la hipofisectomía. El tratamiento con LH, iniciado seis horas después de la remoción de 

la pituitaria, permite mantener la actividad de la enzima a valores idénticos a los encontrados en la rata 

normal. Por otro lado, con la misma estrategia, pero usando únicamente la FSH, se observa que no se tiene 

efectos significativos para revertir la actividad de la 3¡3~HSD a sus valores control. Sin embargo, cuando 

las ratas fueron tratadas con LH más FSH, se observó un efecto sinérgico de esta combinación sobre la 

actividad de la ~-¡3HSD. Es decir la combinación de la FSH y la LH incrementan la actividad de la enzima 

respecto a lo observado en los niveles control. Dado que las células de Leydig no expresan receptores a la 

FSH, estos datos sugieren que la FSH estimula la síntesis o la secreción de un factor de las células de 

Sertoli, el cual modula el efecto de la LH sobre la actividad de la enzima 3¡3-HSD ( Murono y Payne, 

1979). Otro estudio ha documentado que la capacidad esteroidogénica de las células de Leydig se incrementa en 

cocultivos con células de Sertoli y esto viene asociado a un incremento en los niveles del RNAm de las 

enzimas P-450scc, P450c 17 y 3¡3-HSD (Lejeune et al. , 1998). Finalmente, en otro experimento, en ratas 

prepuberales hipofisectomizadas, se observó que la actividad de la enzima 17~-HSD decae en un 60 % 

después de seis días de iniciada la hipofisectomía. El tratamiento con LH durante cinco días, evita el 

decremento y si se continúa el tratamiento por 10 días, solo se observa un ligero incremento en la 

actividad de la enzima. Con esta misma estrategia, pero usando únicamente FSH, se observó que la 

hormona induce un incremento en la actividad de la enzima del 111 % con respecto al valor encontrado en 

el animal hipofisectomizado no tratado y en ausencia de LH. Estos estudios fueron ejecutados haciendo 

uso de homogenados del testículo, por lo tanto no es posible discernir, por un lado, si la FSH indujo la 

expresión de un factor de las células de Sertoli que actuó a su vez sobre las Leydig, o si más bien el efecto 

es debido a la acción de la FSH sobre la enzima que se localiza en las células de Sertol i (Murono y Payne, 

1979). 
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6.0.- UNIONES COMUNICANTES O SINAPSIS ELECTRICAS 

Definición 

Las uniones comunicantes son especializaciones de la membrana plasmática formada entre dos células 

adyacentes que contienen conglomerados de canales intercelulares que permiten el paso directo de íones y 

moléculas de hasta 1 kDa de tamaño entre dos células adyacentes. Estas uniones permiten el paso de 

mensajeros como el AMPc, el IP3 y Ca2
+. En estas áreas de membrana formadas por las uniones 

comunicantes, el espacio intercelular se angosta a 2 nm en cortes perpendiculares, esto es un orden de 

magnitud con respecto al espacio intercelular normal que es de cerca de 25 nm. Los canales intercelulares 

están formadas por una familia de proteínas homólogas llamadas conexinas, Fig lOA. La Fig. 10B muestra 

que seis conexinas se ensamblan para formar un hemicanal llamado conexón el cual interacciona en el 

espacio extracitoplasmático con otro conexon provisto por una célula vecina para formar un canal 

intercelular o de unión comunicante (Rev: Bennet, 1991; Rev : Kumar y Gilula, 1996). 

6.1. - Antecedentes generales sobre la estructura de las uniones comunicantes 

Las primeras imágenes de las uniones comunicantes fueron descritas por Robertson en 1962 y 1963, en 

las dendritas de las neuronas del bulbo raquídeo del pez dorado, quien analizando cortes finos teíiidos 

positivamente para microscopía electrónica, observó en cortes perpendiculares arreglos pentalaminares en 

las zonas de aposición membranal. Estos se encuentran formados por un arreglo de tres bandas 

electrodensas (obscuras) separadas por dos bandas de menor electrodensidad (claras), ver Fig. 11 B. 

Adicionalmente, en cortes paralelos, reportó que las zonas que presentan uniones comunicantes están 

formadas por múltiples estructuras hexagonales que parecen mostrar un poro central. El poro central entre 

las partículas distaba de centro a centro 8-9 nm. Robertson sugirió que estos poros podían formar puentes 

proteicos o canales intercelulares entre las células. No obstante, la proposición formal de este aspecto fue 

hecha por Revel y Karnovski en 1967. Para esto, utilizaron el hidróxido de lantano, el cual por ser 

hidrosoluble es un marcador de los espacios extracelulares. Con esta técnica distinguieron en cortes 

perpendiculares de hígado, que en las zonas de las uniones comunicantes entre las dos membranas de las 

células adyacentes, el lantano permeaba en un pequeño espacio de 2-3 nm (Fig 11 C) lo cual lo diferenció 

de las uniones estrechas en las cuales no pasaba el lantano. Los estudios de lantano también permitieron 

observar placas con arreglos hexagonales con un centro en el cual penetraba el lantano indicando que 

estos centros eran poros. El análisis de las micrografias electrónicas de las secciones transversales y 

perpendiculares les permitió hacer modelos iniciales en los cuales mostraron a las placas de unión 

comunicante como zonas de múltiples canales que se extienden entre dos zonas de aposición membranal 

(Revel y Karnovski, 1962). Adicionalmente, los estudios en réplicas de criofractura realizados en el 
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hígado, mostraron que existían cientos de partículas en la cara protoplasmática (P) que eran complementarias a 

las depresiones observadas en la cara extracelular (E). Estas part ículas y depresiones equid istaban entre si 

de centro a centro 8-9 nm. Tales resultados apoyaron la hipótesis de que estas estructuras se trataban de 

puentes formados por proteínas transmembranales. El conjunto de estudios dieron evidencias de que las 

estructuras vistas en secciones finas, así como en criofractura, eran las unidades anatómicas de las uniones 

comunicantes conocidas en ese entonces como sinapsis eléctricas (Chalcroft y Bullivant, 1970: Mac Ñutt 

y Weinstein, 1967; Revel y Karnovski, 1967). Datos obtenidos con estudios de difracción de rayos X 

permitieron definir mejor la estructura de las conexinas (Unwin y Zampighy, 1980). Por medio de estos 

estudios fue posible estimar con alta precisión las dimensiones del canal intercelular y hacer modelos más 

precisos de las placas de uniones comunicantes. así como proponer por primera vez que éstas estaban 

formadas por dos hexameros de subunidades proteícas o conexones provistos por los hemicanales de dos 

células adyacentes. Dado que se sabía que el peso molecular de una proteína de unión comunicante en 

hígado era de 27 kDa, y que se sabía por los estudios de difracción de rayos X las dimensiones del cilindro 

que forma el canal intercelular, fue posible estimar que se requería de 12 conexinas para forman un canal 

intercelular. Se sabe que el numero de los canales por placa puede variar desde una decenas hasta varios 

cientos de miles dependiendo del tejido. 

6.2.- Antecedentes moleculares generales de las uniones comunicantes 

En un inicio el análisis bioquímico realizado en fracciones celulares de hígado ricas en unIOnes 

comunicantes. permitió determinar por la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida. que las 

estructuras tenían un peso molecular entre 27 kDa. Más tarde se generaron anticuerpos contra aminoácidos 

específicos de la proteína de 27 kDa. Utilizando estos anticuerpos y oligonucleótidos sintéticos que 

correspondían a la regíon amino-terminal de la proteína secuenciada parcialmente, se rastrearon bibliotecas' 

del ADNc del hígado de rata y pudo aislarse el ADNc que codifica para esta proteína . Una vez clonada la 

primera conexina. a ésta se le denominó conexina 32 (Cx32) ya que su ADNc codificaba para una prote ína 

de 32 kDa. Utilizando la sonda del ADNc obtenida de la Cx32 fue posible clonar nuevas conexinas. Con 

esta técnica se realizaron hibridizaciones en condiciones de baja astringencia, con lo cual se clonaron las 

proteínas de unión de 43 kDa y 26 kDa. El análisis de la secuencia de estas dos proteínas de unión 

permitió inferir que había una alta homología y que por lo tanto se trataba de una familia de proteínas 

homólogas La nomenclatura original utilizó el peso molecular que se determina por el peso molecular 

obtenido a partir de geles de poliacrilamida y la nomenclatura actual utiliza el prefijo. ex por la 

abreviación de conexina y el peso molecular deducido de la secuencia predicha a partir de su ADNc (Rev: 

Bruzzone et al. , 1996). Actualmente se han clonado 20 tipos de conexinas en el ratón (Rev. Herve et al. , 

2004). 
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El análisis de los gráficos de hidrofobicidad de las diferentes conexinas, permitieron proponer un 

modelo de cómo es su arreglo en la membrana (Fig 12.) Estos indican que corresponde a un segmento con 

cuatro dominios transmembranales (MI-M4) con dos asas extracelulares (EI-E2) y un asa citoplasmática 

(CL) y una región carboxilo terminal. Los mayores sitios de divergencia entre las conexinas se presentan 

en las regiones carboxilo terminal y el asa citoplasmática. Las regiones más conservadas entre las 

conexinas son los dominios transmembranales. Experimentos de mutagénesis dirigida, han mostrado que 

e\. asa citoplasmática y la región carboxilo terminal juegan un papel crítico en la regulación de la apertura 

y cierre de los canales de unión comunicante inducida por cambios en la concentración de hidrogeniones 

intercelulares. Las fosforilaciones que se llevan a cabo en los residuos de serina y treonina de la región 

carboxilo terminal, están implicados en la regulación de la conductancia del canal. Las asas extracelulares 

participan en el reconocimiento y compatibilidad con otra conexina (Rev: Bruzzone et al. , 1995; Rev: 

White y Bruzzone, 1996). 

6.3- Antecedentes generales sobre biofisica de los canales de unión comunicantes 

Se sabe que una sola placa de unión comunicante puede expresar más de un solo tipo de conexina. 

Esto se ha demostrado mediante el uso de doble marcaje de secciones de tej idos con anticuerpos contra 

dos conexinas y análisis confocal , algunos ejemplos son : los hepatocitos, las fibras del cristalino y los 

keratinocitos (J iang et al. , 1995 ; Nicholson et al. , 1987; Traub et al. , 1989). Ahora, dado que más de una 

conexina puede estar presente en una placa de unión comunicante y dado que el canal de unión 

comunicante está formado por un dodecámero de conexinas, teóricamente es posible el que existan 

muchos subtipos de canales de unión comunicante. Esto es, un conexon puede ser homomérico si contiene 

únicamente una especie de conexina o puede ser heteromérico si contiene diferentes conexinas. Ahora 

bien , la asociación de dos conexones homoméricos que tienen un mismo tipo de conexina produce un 

canal homotípico . La alineación de dos conexones homoméricos, cada uno compuesto por diferente 

conexina, genera un canal heterotípico. Finalmente una amplia variedad de canales heteroméricos pueden 

producirse de la interacción de un conexón heteromérico con otro conexon heteromérico (Rev: White y 

Bruzzone, 1996). 

Los canales de unión comunicante tienen características funcionales específicas en una célula 

dependiendo de la composición molecular. Esto se ha estudiado midiendo la corriente de unión entre pares 

aislados de células acopladas sometidas a doble fijación de voltaje. En esta técnica, como su nombre lo 

dice, se hace la fijación de voltaje en cada una de las dos células aisladas adyacentes. Se colocan dos 

micropipetas de vidrio sobre las membranas de cada una de las células de un par. Cada pipeta contiene 

solución salina y esta conectada a través de un electrodo de plata clorurada a un amplificador de fijación 

de voltaje. Mediante la aplicación de presión negativa se forma un gigasello entre la pipeta y la membrana 
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plasmática, la cual se rompe mediante la aplicación de una segunda presión negativa con lo cual se accede 

al citoplasma de la célula. Posteriormente, utilizando el modo de registro de configuración de célula 

completa, ambas células son fijadas al mismo voltaje lo cual da como resultado una corriente de unión Ij= 

O. A una de las células se le mantendrá fijo el voltaje, mientras que a la otra, se le aplican pulsos de voltaje 

de diferente amplitud, esto generará una corriente que, en el caso de la célula en donde se ha mantenido el 

voltaje constante, será igual a la corriente de transunión, es decir, la corriente que pasa a través de él o los 

canales de unión comunicante. Con esta metodología es posible registrar los cambios en la magnitud y 

curso temporal de las corrientes macroscópicas o unitarias de los canales de unión comunicante al variar 

la diferencia de voltaje que se aplica entre las dos células. Los valores de conductancia instantánea o 

estacionaria obtenida durante el paso de pulsos de amplitud creciente y polaridad positiva y negativa. son 

graficadas con respecto a los cambios en los potenciales aplicados a las células para así generara c.urvas 

conductancia-voltaje. Las curvas de conductancia-voltaje varían dependiendo de la conexina que esté 

formando el canal. Esto demuestra que los canales homotípicos formados por conexinas distintas son 

funcionalmente diferentes (ver abajo). También a partir del análisis de las curvas conductancia-voltaje 

puede definirse si un canal es heterotípico u homotípico (Rev: Bruzzone et al., 1995). 

Con este tipo de metodología de estudio, el tipo de canales de unión comunicante que han sido más 

estudiados són los canales homotípicos. Estos han sido estudiados en sistemas convencionales de 

expresión in vitro tales como: a) pares de oocitos de Xenopus previamente inyectados con el mensajero 

que codifica para una conexina especifica y que son puestos en aposición membranal y sometidos a doble 

fijación de voltaje , y b) pares aislados de líneas celulares tumorales deficientemente acopladas y que 

previamente son transfectadas con el ADN complementario de conexinas específicas, también han sido 

sometidas a doble fijación de voltaje. Estos sistemas han permitido elucidar las propiedades biofísicas 

fundamentales de los canales intercelulares formados con conexinas específicas (Rev: Goodenough et al. , 

1996; Rev: White y Bruzzone, 1996). En un estudio que evalúa los experimentos sobre la compatibilidad 

de 13 subtipos de conexinas para formar canales heterotípicos utilizando el registro de corriente de unión 

en pares de ovocitos sometidos a doble fijación de voltaje, se ha encontrado que no todas las 

combinaciones posibles son funcionales . En general, un tipo de conexina puede formar canales funcionales 

con otros cuatro subtipos de conexinas. Por estudios de quimeras se sabe que el dominio formado por las 

asas extracelulares interviene en este proceso (Rev: Bruzzone et al. , 1995; Rev: White y Bruzzone, 1996). 

El refinamiento de la técnica de doble fijación de voltaje que utiliza micropipetas de patch clamp en 

pares aislados de células de mamífero de tamaño pequeño, también ha permitido la medición directa de las 

corrientes unitarias de un solo canal de unión comunicante. Este tipo de estudios, combinado con la 

transfección del DNAc de conexinas específicas en líneas celulares deficientemente acopladas, ha 

permitido identificar las propiedades unitarias de los canales de unión formados por conexinas específicas. 
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Estos estudios han permitido concluir que cada conexina forma canales con una conductancia unitaria 

específica (Rev: Bennett et al. , 1991; Bruzzone et al. , 1995; White y Bruzzone, 1996). 

6.4 Regulación de las conexinas 

En el caso de los canales intercelulares no se han descrito sustancias que incrementen el estado de 

apertura del canal, sin embargo, algunos tratamientos pueden inducir su cierre. Los primeros inhibidores 

químicos del acople de los canales de unión fueron descritos para el calcio (Rose y Lowenstein, 1976) y la 

acidificación del pH intracelular (Turín y Warner, 1977.) El aumento en la concentración intracelular del 

calcio intracelular ([Ca2
+ Ji) entre 5 a 10 11M, induce rápidamente el cierre de las uniones comunicantes 

debido a que estas concentraciones de[Ca2
+ Ji no estaban dentro del rangos fisiológico . No obstante estos 

estudios sugirieron que incrementos de [Ca2
+ Ji en este rango pueden desempeñar un papel importante en 

la regulación de las uniones comunicantes en condiciones patológicas como el infarto. Actualmente se 

sabe que concentraciones fisiológicas de calcio son capaces de transferir entre las células adyacentes (ver 

adelante). La acidificación del medio intracelular puede provocar el cierre de las uniones comunicantes, 

aunque la sensibilidad al pH depende del tipo de conexina que esté formando el canal intercelular. En 

ovocitos de Xenopus que expresan distintas conexinas, se ha medido la corriente de transunión en 

condiciones que inducen la acidificación . En estos experimentos se ha observado, por ejemplo, que la 

Cx43 y la Cx38 son más sensibles a la acidificación que la Cx32 (Rev: Bruzzone et al. , 1995). Un grupo 

de fármacos que se sabe reducen la conductancia de unión (gj) rápida y reversiblemente, son los 

anestés icos como el halotano y el heptanol (Rev: Bennett et al. , 1988, Takens-K wak et al. , 1992). 

La regulación de las conexinas también puede darse a nivel de modificaciones postraduccionales . Un 

ejemplo claro es el cambio en la conductancia del canal de unión inducida por la fosforilación de la Cx43 

ejercida por la fracción catalítica de la cinasa C en los residuos de serina y treonina que se encuentran en 

la región carboxilo terminal de esta conexina (Moreno et al., 1994). La regulación a mediano o largo plazo 

puede darse a nivel de la transcripción, en este caso hay factores proteicos que actúan a través de regiones 

regulatorias del gen, lo que permite modificar la velocidad de la transcripción (Rev: Stagg y Fletcher, 

1990.) Respecto a la formación de los canales de unión comunicante, se forman en el retículo 

endoplásmico y hay evidencia de que se ensamblan en el trans-Golgi (Musil y Goodenough , 1993). 

Su expresión también puede ser modulada por otras proteínas de adhesión . Por ejemplo, en los epitelios, 

la Cx43 se encuentran colocalizada con otras moléculas de adhesión intercelular como es las proteína de la 

uniones estrecha ZO-I (Giespmans y Mollenar, 1988). La línea celular S 180, la cual carece del gene de la 

caderina L-CAM, que es una proteína requerida en la formación de uniones adherentes, expresa la forma 

defosforilada de la Cx43 (41 kDa). En estas condiciones, las células no transfieren colorantes fluorescentes . 

Estos investigadores encontraron que la transfección del gen de la caderina, L-CAM en esta células, 

42 



restablece la comunicación intercelular y favorece la expresión de la forma fosforilada de la Cx43 (43 

kDa). El mecanismo celular mediante el cual las moléculas de adhesión modulan la expresión de la Cx43 

se desconoce. 

6.5 Transferencia de segundos mensajeros a traves de uniones comunicantes 

Como se mencionó, concentraciones no fisiológicas de [Ca2
+ Ji pueden cerrar los canales de unión. No 

obstante, estudios posteriores mostraron que cuando se inducen cambios de [Ca2
+ Ji dentro de rangos 

fisiológicos, éstos pueden transferir en la unión comunicante. Particularmente, la transferencia intercelular 

del Ca2
+ y el IP3 fue demostrada en células hepáticas y en células HEK293. En estos estudios se utilizaron 

células marcadas con indicadores de calcio fluorescentes en las cuales se monitorea el curso temporal de 

la transferencia del incremento en la concentración de [Ca2
+ Ji de una célula estimulada a sus vecinas(Saéz 

et al., 1995, Toyofuju et al., 1998). En el caso particular de Saez et al., (1995), la estimulación celular fue 

inducida por la microinyección de Ca2
+ o de IP3 a una célula del conglomerado. 

En cuanto al AMPc, se sabe que éste permea a través de los canales de unión comunicante. Tsien y 

Weingart, (1976) en experimentos dirigidos a demostrar la relevancia del AMPc para la fisiología del 

musculo cardíaco bovino, aportaron también las primeras evidencias de que este segundo mensajero 

difundía a través de uniones comunicantes. En esos estudios, cortaron un extremo el fascículo del músculo 

cardiaco para exponer el ambiente extracelular, luego, a éste se le colocaba una gota de AMPc. 

Encontraron que con la exposición del AMPc al extremo cortado, era posible medir la sacudida simple en 

células vecinas del fascículo. Dado que las uniones comunicantes se encuentran en los discos intercalares 

de los fascículos musculares cardiacos, estos resultados indicaron que el AMPc difundía de una célula a 

otras célula en el músculo cardiaco. También en este trabajo, expusieron el extremo cortado del fascículo 

al AMPc radioactivo. Después de un tiempo, el fascículo se cortó en pequeños segmentos y se encontró 

que los metabolitos radioactivos derivados del AMPc difundían a lo largo del fascículo. 

Murray y Fletcher (1984) utilizando cultivos de células de mamífero heterocelulares también aportaron 

evidencias de que el AMPc permea a través de uniones comunicantes. Para esto utilizaron la línea adrenal 

y -1 Y las células de la granulosa del ovario que en cultivo, se sabe, forman uniones comunicantes 

heterocelulares. Para ese entonces se sabía que las células Y-l tienen receptores a la adrenocorticotropina 

(ACTH) los cuales están acoplados a una adenilato ciclasa, quien genera hi AMPc a partir del ATP. 

También se sabía que las células de la granulosa no expresan receptores a la ACTH pero tienen receptores 

a la FSH. Ambos tipos de células activan a la proteina cinasa A (PKA) que es dependiente de la 

concentración del AMPc. A fin de saber si la estimulación con los agonistas respectivos inducía la 

activación de PKA, se utilizó a la proteína inhibidora de la fracción catalítica de la PKA conjugada a una 
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sonda fluorescente De esta fonna cuando ocurría la unión del agonista al receptor, la presencia de la 

sonda unida a la fracción catalítica era detectada por fluorescencia, tanto en el citoplasma de la 

célula estimulada como en el de la célula que se encontraba acoplada a ésta. Así, con esta estrategia 

en cultivos heterocelulares, las células Y -1 solo respondieron a la ACTH pero no a la FSH. A la 

inversa, las células de la granulosa sólo respondieron a la FSH y no a la ACTH. 

Fletcher y Greenan (1985) ampliaron la infonnación obtenida de los hallazgos previos, poniendo 

a prueba estas observaciones en una población heterogénea de células de la granulosa. Se sabía 

previamente que las células de la granulosa son heterogéneas en cuanto a la expresión de receptores 

a la hCG. La activación del receptor a hCG en estas células induce la elevación del AMPc, 

permitiendo así la disociación de la fracción catalítica de la proteína cinasa, lo que inicia la 

respuesta esteroidogénica. Estos investigadores realizaron estudios de doble marcaje, por un lado 

utilizaron la proteína ligadora de la fracción catalítica acoplada al FITC, y por otro lado utilizaron 

un anticuerpo rodaminado específico dirigido al agonista hCG. Cuando analizaron los agregados 

celulares, encontraron que podían detectar la subunidad catalítica de la proteína cinasa, tanto en las 

células que presentaban el receptor a la hCG como en aquellas que no lo presentaban pero que 

estaban inter-comunicadas a la célula que si los expresaba a través de uniones comunicantes. No así 

en células de la granulosa desprovistas del receptor a hCG que no establecían contacto intercelular 

con células que si lo expresaban (Fletcher y Greenan, 1985). A partir de estos trabajos, estos autores 

propusieron que las uniones comunicantes sirven como un mecanismo de amplificación de la señal 

fisiológica. 

6.6. - Antecedentes generales sobre la función de las uniones comunicantes 

Desde su descubrimiento se ha propuesto que las uniones comunicantes participan en diferentes 

funciones tales como el acople eléctrico y/o metabólico, en la diferenciación y crecimiento. Mas 

recientemente también se han propuesto su participación en la regulación de la secreción de las 

glándulas. Estas hipótesis han sido propuestas con base · en estudios que correlacionan cambios 

estructurales con cambios en el desarrollo o función celular (Rev: Meda, 1996). Recientemente, 

muchas de las funciones atribuidas a las uniones comunicantes se han puesto a prueba utilizando 

animales deficientes en los genes que codifican para conexinas específicas, también llamados 

knock-out (KO.) Por ejemplo, se sabe que las conexinas son críticas en la morfogénesis del cor~zón. 

Los ratones homocigotos deficientes en el gen que codifica para la Cx43 mueren por asfixia d~bido 

a anonnalidades que se presentan durante la fonnación del corazón. Lo que se observa e.nJos 

corazones de estos ratones, es que el ventrículo derecho fonna anonnalmente varios Stfptos 

generándose numerosas cavidades interconectadas lo que no permite su correcta función. Este es el 
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órgano que mayormente expresa la Cx43 (Reaume et al., 1994). La perdida de la Cx37 induce falta 

de ovulación y esterilidad (Rev: White y Paul, 1999). Otros ejemplos relevantes para los fines de 

esta tesis se verán adelante. 

6.7.- Regulación de la secreción mediada por uniones comunicantes 

La observación de que la eficiencia en la capacidad secretora de las células beta del páncreas 

disgregadas es menor con respecto a la detectada en el mismo número de células cuando éstas se 

han reagregado y reformado en sus contactos intercelulares, permitió proponer que estos 

mecanismos de secreción dependen de los contactos célula a célula (Fig. 13). Entre estos, 

posiblemente las uniones comunicantes (Pipeleers et al., 1982, Meda 1996). 

En general existen pocos estudios que hayan investigado la participación de las umones 

comunicantes en la secreción glandular. No obstante, existen evidencias de su posible participación 

en varios sistemas celulares secretores, en los cuales se ha encontrado que la estimulación sostenida 

con los secretágogos está asociada a un incremento en el acople celular y/o en un aumento en la 

expresión de las conexinas. Por ejemplo, en varias glándulas se ha encontrado que sus principales 

secretátogos o sus segundos mensajeros regulan positivamente la expresión de conexinas. Este es el 

caso de la glándula tiroides, en la cual la incubación con la hormona tirotropina aumenta la 

expresión de la Cx43 (Munari-Silem et al., 1991) y el de las células de Leydig, en las cuales la LH 

aumenta la expresión de la Cx43 (ver adelante Pérez-Armendariz et al., 1996), además del de las 

células epiteliales alveolares mamarias que incrementan la expresión de la Cx26 y la Cx32 durante 

la lactancia (Pérez-Armendariz et al., 1995). 

El acople por uniones comunicantes puede ser un mecanismo que permite equilibrar los 

gradientes iónicos o metabólicos para así generar una respuesta coordinada de un grupo de células. 

Como ya se mencionó, el Ca2
+ el IP-3 y el AMPc pasan a través de las uniones comunicantes. La 

transferencia intercelular del Ca2+ y el IP3 ha sido demostrado en las células hepáticas (Saez et al., 

1995) y en células HEK293 (Toyofuku et al., 1998) y la del AMPc entre las células,4el músculo 

estriado cardíaco y entre las células de la granulosa (Tsien y Weingart, 1976). 

El acople puede amplificar la respuesta hormonal mediante la transición de segund9.~ .men~ajeros 

entre las células vecinas. Particularmente cuando este grupo de células secr~t.Qras no s~a. 

homogéneo, por ejemplo entre otros aspectos, en la expresión de sus receptores a secretágogos. t.. 
este respecto, en diferentes sistemas glanlulares existe evidencia de heterogeneidad en un mismo tipo 

celular. 
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7.0 ANTECEDENTES SOBRE LAS UNIONES COMUNICANTES EN EL TESTICULO 

7.1- Identificación de uniones comunicantes en las células del testículo 

a) Testículo fetal 

En la gónada indiferenciada, por estudios de microscopía electrónica, se ha reportado la presencia de 

est~echamientos en el espacio intercelular sugiriendo la presencia de uniones comunicantes (Just et al. , 

1981). No obstante, no existe un estudio específico que demuestre contundentemente su existencia. En el 

testículo fetal, Nagano y Suzuky (1976) a los 14 y 16 dpc, observaron desmosomas y estructuras semejantes a las 

uniones estrechas. En contraste, sólo ocasionalmente estos investigadores observaron uniones comunicantes. Entre los 

16 y 20 dpc encontraron uniones estrechas en diferentes regiones de las membranas de las células de Sértoli, así 

como placas de unión comunicante ovales relativamente grandes (1.5 !lm), localizadas en las diferentes 

regiones de la membrana de las células de Sertoli. 

b) Testículo neonatal y prepuberal 

Después del nacimiento, a los 6 dpp, Nagano y Suzuky, (1976) observaron el que existían uniones 

estrechas en arreglos de líneas convergentes formando mallas. A estas fechas aun no presentan ninguna 

orientación en particular con respecto al plano de la membrana. Estas mallas pueden formar arreglos 

rectangulares o triangulares. Encerrados dentro de estas mallas, es posible observar ya de manera muy 

frecuente, placas ovoidales de uniones comunicantes. A partir del día 16 dpp se observan ya los típicos 

arreglos lineares de las filas múltiples de partículas que resultan de las uniones estrechas y que forman 

parte de la barrera hematotesticular. Estas se localizan en el tercio basal de la membrana lateral de las 

células de Sertoli del túbulo seminífero. Intercaladas entre las uniones estrechas se encuentran las uniones 

comunicantes en arreglos rectilíneos, a semejanza de lo observado en la rata adulta. A esta edad las células 

de Sertoli se encuentran en su etapa completamente diferenciada. 

c) Testículo adulto 

En el túbulo seminífero del animal adulto, las uniones comunicantes se localizan principalmente en los 

complejos de unión . Estos complejos de unión se encuentran en el tercio inferior de la membrana lateral 

de las células de Sertoli, separando al epitelio seminífero en una región basal y otra adlumninal. Estas 

uniones, entre otros efectos, evitan el paso de sustancias de alto peso molecular a la región luminal donde 

se lleva a cabo la meiosis y la espermiogénesis. Gilula et al. , (1976) observaron los complejos de unión 

en secciones finas transversales de testículo de rata adulta por microscopia electrónica. Los complejos de 

unión en sus micrografías muestran que hay bandas de alta densidad electrónica bordeando a las dos 

bicapas de las células de Sértoli en aposición. Corriendo paralelas a estas zonas electrodensas se 
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encuentran grupos lineares de filamentos llamados elementos fibrilares. Igualmente de manera paralela a 

estos, se pueden observar vesículas ovoide-alargadas que corresponden a membranas del retÍCulo 

endoplásmico. Estos investigadores observaron, en cortes perpendiculares regiones en donde las 

membranas se estrechan aun más, arreglos heptalaminares ahora conocidos como característicos de las 

uniones comunicantes. Las uniones estrechas entre las células de Sertoli del túbulo seminífero del roedor 

adulto, son vistas en replicas de criofractura como filas de partículas pequeñas en la cara P que no se 

encuentran fusionadas entre sí. Estas filas de partículas corresponden espacialmente a las ranuras lineares 

(cara E) que son complementarias a las protusiones de la replica de la cara P. El número de líneas de 

uniones estrechas puede ser múltiple. De manera característica las uniones comunicantes se encuentran 

entre las filas de partículas que forman las uniones estrechas. 

7-2.- Conexinas descritas en las células del testículo adulto 

a) Tubulo seminifero 

Diferentes conexinas han sido identificadas en el testículo de roedores. En el túbulo seminífero se han 

descrito la proteína de la Cx43 , la Cx33 , la ex31 , la Cx26, la Cx32 y la Cx37 por estudios de 

inmunofluorescencia en cortes de testiculo y/o por inmunoblot. Estas conexinas en el túbulo, tienen una 

. distribución celular específica. Así , la Cx43 y la Cx33 se localizan en las células de Sertoli que forman el 

epitelio seminífero, principalmente en la region del complejo de unión (Pelletier, 1995; Pérez-Armendariz 

et al. , 1994; Risley et al. , 1992; Tan et al. , 1996). La Cx26 y la Cx32 se han localizado en el epitelio 

seminífero, luminalmente adelante del complejo de unión, pero no ha podido demostrarse su localización 

por microscopía electrónica en este compartimiento (Risley et al. , 1992). La Cx37 se localiza en el 

endotelio de los vasos sanguíneos de los intersticios (Tan et aL, 1996). La Cx31 se encuentra en las células 

espermatogoniales, las espermátidas redondas y las espermátidas elongadas . (Mok et aL , 1999). La 

conexina que se expresa más abundantemente en el testículo es la Cx43 . La expresión de la Cx43 en las 

células de Sertoli también ha sido corroborada por estudios de hibridación in situ (Batias et al. , 1992). 

La Cx43 en los complejos de unión Sertoli-Sertoli se modula en estadios específicos del ciclo del 

epitelio seminífero (Risley et aL, 1992). La mayor expresión de la Cx43 , se observa de manera global en 

los estadios que van del 1-VIII del ciclo en la rata. Sin embargo, haciendo un análisis de estos estadios, 

estos investigadores observan que la mayor reactividad se observa en el grupo que conforma a los estadios 

VI-VIII. En el ratón, la mayor reactividad se encuentra exclusivamente en los estadios VI -VIII. Por el 

contrario, la señal es muy débil en las etapas que van del estadio IX en adelante. Esta expresión estadio 

específica es importante, pues los estadios que van del VII al VIII se correlacionan con la formación y 

reabsorción de los complejos de unión (vease sección 3), por lo que se considera que corresponden a las 
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fases en las cuales las espermatogonias se diferencian en espermatocitos y se translocan de la región basal 

a la región adluminal en rata y ratón (Risley et aL , 1992). En las regiones cercanas al lumen , la Cx43 se 

detecta como una señal menor y difusa. Esta región se encuentra poblada por espermátidas elongadas 

prontas a liberarse. Su expresión en estas zonas no parece modularse en los diferentes estadios de la 

espermatogénesis. Colocalizada con la Cx43 , en la región del complejo de unión, también se ha 

encontrado a la Cx33 en el testículo de rata. Esta se regula en forma semejante a la Cx43 durante la 

espermatogénesis. 

Recientemente, se han estudiado ratones con mutaciones que generan animales infértiles denominados 

ebo/ebo y jun-d -/- (no se conoce la funcionalidad de las proteínas de estos genes, por lo tanto no se han 

tipificado), los cuales presentan anormalidades anatómicas en los túbulos. El marcaje inmunotluorescente 

para la Cx43 en el epitelio seminífero de estos animales esta muy disminuido en la región de la barrera 

hematotesticular en el estadio VIII , contrariamente a lo observado en las células de Sertoli de ratones 

silvestres. En estos mutantes, las espermátidas son anormales, por ejemplo, presentan tlagelos cortos. 

Estos resultados llevaron a los autores a sugerir que los estadios tardíos de las células germinales (las 

espermátidas) pueden secretar factores parácrinos que mantienen los niveles adecuados de la expresión de 

la Cx43 en las células de soporte (Batias et aL , 1999). 

Resumiendo, diferentes conexinas se expresan en el testículo adulto indicando la relevancia que tiene 

la comunicación intercelular directa para la función testicular. De éstas la más abundantemente expresada 

es la Cx43 . Las evidencias hasta ahora disponibles indican que esta conexina regula en forma importante 

la espermatogénesis. 

b) Conexinas descritas en las células intersticiales 

A diferencia del tubulo seminifero, en el intersticio sólo se ha descrito la expresión de la Cx43. En 

éstas se ha mostrado su localización en las células de Leydig . En las células de Leydig se ha encontrado 

en el ratón (Pérez Armendariz et aL, 1994, 1996), rata (Risley et aL, 1992) y cuyo (Pelletier et aL , 1995). 

También se ha descrito en el humano (Steger et aL, 1999). A diferencia de las uniones comunicantes del 

túbulo seminífero, la expresión funcional de la comunicación intercelular entre las células de Leydig ha 

sido estudiada por métodos fisiológicos y biofisicos (Pérez Armendariz et aL, 1994, 1996). 

i) Evidencias moleculares de la expresión de la Cx43 en las células de Leydig adultas 

Los experimentos inmunocitoquímicos y electrofisiológicos han permitido inferir que la principal 

conexina que se expresa en las membranas de las células de Leydig es la Cx43 . Perez-Armendariz et aL, 

(1994) realizando ensayos de inmunotluorescencia indirecta para la Cx26, la Cx32 y la Cx43 , en secciones 

de testículo de ratón, encontraron que sólo esta última se localizaba en las células de Leydig. Su expresión 
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se corroboró también en cultivos enriquecidos en estas células (Pérez Armendariz et al. , 1996). La 

expresión de la Cx43 también se documentó por estudios de inmunoblots en los cuales se identificaron 

bandas de 41 y 43 kDa, tanto en homogenados de testículo como en preparaciones de células en cultivo 

enriquecidas en células de Leydig. Estas bandas son semejantes a las características observadas en los 

homogenados del corazón (Pérez-Armendariz et al., 1994 y 1996) que corresponden a la proteína de la 

Cx43 defosforilada y fosforilada respectivamente. 

ii) Evidencias electrofisiológicas de la expresión de la Cx43 en las células de Leydig adultas 

Pérez-Armendariz et al. , (1994) utilizando la técnica de doble fijación de voltaje de pares aislados de 

células de Leydig recién dispersadas, registraron las propiedades biofísicas de las uniones comunicantes 

entre estas células. Estos autores encontraron que las corrientes macroscópicas muestran que las uniones 

comunicantes son dependientes al voltaje con un Vo igual al registrado de pares de células transfectadas 

con la Cx43. El valor de la conductancia de unión promedio fue de 7.2 nS, el coeficiente de acople 

calculado a partir del cociente de gj /gnj + gj fue cercano al , lo cual indica que estas células están muy 

acopladas . La conductancia de unión estacionaria normalizada, registrada de pares celulares, fueron 

graficados con respecto al voltaje (Fig. 14) .. Los parámetros de la ecuación de Boltzman uti I izados para 

ajustar esta curva fueron semejantes a los obtenidos cuando se grafica la conductancia de unión de pares 

de células deficientemente acopladas SKHep-l transfectadas con la Cx43. Mediante los registros de la 

corriente unitaria de un par de células de Leydig que han sido tratadas con halotano, se registraron 

corrientes unitarias principalmente de 110 y 30 pS. Estos valores también se registran de pares de células 

deficientemente acopladas transfectadas con la Cx43. Estos datos permitieron concluir a este grupo que las 

características macroscópicas y unitarias de las corrientes de unión entre las células de Leydig son 

similares a las registradas a las registradas de canales formados con la Cx43 (Pérez-Armendariz et al., 

1994.) Por lo tanto, los estudios de corrientes de unión en pares aislados de células de Leydig, indican que 

estas células expresan mayoritariamente canales de unión comunicante formados con la Cx43. 

iii)- Antecedentes sobre la regulación de la expresión de la Cx43 y de la comunicación intercelular 

en las células de Leydig adultas 

A fin de obtener más información sobre si la Cx43 es la principal conexina que intercomunica a las 

células de Leydig, la Dra. Pérez Armendariz et al., (1996) estudiaron si la comunicación intercelular y la 

expresión de la Cx43 se modulan in vitro. En este estudio, este grupo investigó si la Cx43 en las células de 

Leydig es modulada por el principal estimulo fisiológico que regula la secreción de testosterona in vivo, 

específicamente la LH. Para ello sé registró la expresión de la Cx43 por inmunofluorescencia y la 

comunicación intercelular mediante el monitoreo de la transferencia de amarillo de Lucifer microinyectado a 
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una célula de agregados de células de Leydig (8-10 celulas) mantenidos en cultivos en presencia o 

ausencia de la LH, hCG o AMPc. Se sabe que las células de Leydig son las únicas células en el intersticio 

que expresan receptores a la gonadotropina LH. También que la LH y la hCG actúan sobre un mismo 

receptor que está acoplado a la adenilato ciclasa. En estos estudios encontraron que la fracción del número 

de células de Leydig acopladas con el amarillo de Lucifer, decayó de un 93% a las 8 hrs, a un 21 % a las 

36 hrs de cultivo. Correlacionado con este cambio, la expresión de la Cx43 a las 8 horas fue abundante 

pero esta decayó importantemente en cultivos de 36 hrs (Fig. ISA y B). El decaimiento en estos dos 

parametros se previno cuando los cultivos fueron mantenidos por 36 horas en presencia de sus principales 

secretágogos, la LH y la hCG o su análogo segundo mensajero, el db-AMPc. De este estudio se concluye 

que la principal hormona inductora de la estroidogénesis y de la secreción de la testosterona, regula la 

expresión de la Cx43 y la comunicación intercelular en las células de Leydig. También indican que al 

menos un 70 % de la comunicación intercelular entre las células de Leydig, resulta de la expresión de 

canales formados con la Cx43. Estos datos, aunados a los obtenidos de corrientes de unión entre pares 

aislados de células de Leydig anteriormente mencionados, apoyan fuertemente que la Cx43 e;¡ la principal 

conexina que intercomunica a estas células . También sugieren la relevancia fisiológica de la Cx43 en la 

regulación de la secreción de testosterona, que como veremos es consistente con los resultados de esta 

tesis. En resumen, los trabajos de esta sección indican que las uniones comunicantes y en particular las 

formadas con la Cx43 , pueden estar jugando un papel critico en la función testicular, tanto exócrina 

(espermatogenesis) como endócrina (esteroidogénesis) . 

iv) Heterogeneidad de las células de Leydig 

Los experimentos previos indican la posibilidad de que las conexll1as se requIeran para igualar la 

concentración de metabolitos entre las células de Leydig debido a que son funcional y estructuralmente 

heterogeneas. El análisis morfológico de las células de Leydig ha mostrado que existen poblaciones que 

exhiben diversidad en tamaño, composición de organelos y actividad metabólica (Bhalla et al. , 1987: 

Hedger y Eddy, 1987). Más aun, los estudios de ensayo de placa también han dado evidencia de que hay 

heterogeneidad funcional en la secreción de testosterona que presentan las células de Leydig cultivadas 

cuando estas son estimuladas con la hormona gonadotropina coriónica humana hCG. Esto es, su capacidad 

y curso temporal de respuesta para secretar andrógenos en respuesta a una concentración con hCG es 

heterogénea (Pino & Valladares, 1992). Chase y Payne (1983) también han encontrado util izando 

gradientes de metrizamida, que pueden aislarse dos diferentes poblaciones de células de Leydig que 

secretan tasas distintas de testosterona en respuesta a una misma dósis ·de hCG, ver Fig. 16 (Chase y 

Payne, 1983). Estas observaciones indican que in vivo existe esta heterogenidad celular, por ejemplo en la 
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expresión de receptores a LH, proteínas u organelos que son importantes en la síntesis y secreción de la 

testosterona. 

iv) La Conexina 43 en la función testicular 

Recientemente, se ha descrito que el ratón homocigoto Knock-Out para la Cx43. sobrevive solo 

durante la etapa fetal ya que muere por asfixia al nacimiento debido a una malformación por falla 

ventricular derecha (Reaume et al., 1995). En estos animales, se encontró que el tamaño de las gónadas 

tanto en hembra como en el macho, fueron significativamente más pequeñas en comparación con las 

observadas en las gónadas de la cepa silvestre. Esta observación se encontró incluso en las etapas 

tempranas del desarrollo gonadal. Las diferencias de tamaño, en parte, resulta de una disminución en el 

número de las células germinales en las gónadas de ambos sexos. No obstante, se desconocen los 

mecanismos celulares que determinan estas alteraciones (Juneja et al., 1999) así como se ignoraba si la 

Cx43 se expresaba en las gónadas fetales. Dada su relevancia para el desarrollo gonadal este ultimo 

aspecto fue abordado en esta tesis (Ver resultados primera sección). 

Con la finalidad de analizar la consecuencia de la perdida de la Cx43 en el desarrollo testicular 

postnatal , Roscoe et al. , (200 1) analizaron testículos fetales deficientes en esta conexina de 17.5 dpc 

transplantados en la capsula del riñón de animales silvestres (Roscoe et al. , 2001). En principio, esta 

técnica permite que el testículo implantado esté vascularizado permitiendo que pueda desarrollarse . 

Cuando compararon secciones de testículos transplantados de animales control con secciones de testículo 

in situ. no encontraron diferencias en su desarrollo a las 3 semanas del transplante. En contraste, en 

secciones de testículos de ratones deficientes en la Cx43 trasplantados por 3 semanas, encuentran que los 

túbulos de los mutantes tienen una disminución en el número de células germinales en comparación con 

los de la cepa normal o silvestre . Estos resultados sugieren que la falta de la conexina es suficiente para 

alterar la proliferación posnatal de las celulas germinales. En este trabajo también se concluye que la falta 

de esta conexina no altera la esteroidogénesis ya que los niveles de testosterona inducidos por la 

estimulación con LH por 4 hrs, no fueron significativamente distintos a los de animales silvestres, en los 

testículos de transplandados por 3 semanas. Dado que las investigaciones que he realizado en esta tesis 

apuntan en otra dirección. Estos resultados serán discutidos adelante (ver discusión). 

/ 
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Figura 1.- En el siguiente esquema se 
muestran los elementos celulares que 
componen al testículo. En el túbulo 
seminífero se encuentran las células 
germinales en diferentes estados de 
diferenciación. Englobando a estas, se 
encuentran las células columnares de 
Sertoli. En los intersticios se encuentran 
mayoritariamente, en la etapa adulta, las 
células de Leydig, principal sistema 
celular productor de testosterona. 
Destacan en las zonas de aposición 
membranal de las células de Sertoli, los 
complejos de unión que componen a la 
barrera hematotesticular. 

FASE ( 1-3) 

FASE (8-12) 

FASE (4-7) 

ACROSOMA y 

CAPUCHÓN 
CEFÁLICO 

A) 

$petmatogoojum 

LEYOIG CELL Junc;,.ona. Comple. 

Figura 1B.- En el siguiente diagrama, se muestra 
un esquema simplificado de la forma en la que 
ocurre la espermatogénesis, desde la célula menos 
diferenciada en el periodo posnatal (la cual deriva 
de una célula germinal primordial ó gonocito), 
hasta la generación de los espermatozoides 
completamente maduros. 
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A) 

B) 
GUINEA PlG, CHINCHILLA 

I 

Figura 2.- En el diagrama esquemático, se muestra la organización intersticial celular para el ratón 
y la rata (2 A) Y para el cuyo y la chinchilla (2B). En el caso del ratón y la rata, los intersticios 
presentan un volumen pequeño y hay poco tejido conectivo. En el caso de la organización 
observada para el cuyo y la chinchilla, la diferencia observada con respecto a los intersticios de rata 
y ratón, es que el endotelio linfático encierra completamente a las células de Leydig. 
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Días pospartum 

Figura 3.- En la gráfica 3 A, se muestra el curso temporal del porcentaje de células que incorporan 
la marca de 3H-timidina durante la ontogenia del ratón. En la gráfica 3B, se indica el curso temporal 
del número total de células testiculares durante el desarrollo posnatal 

54 



A) 
1 : :¿: I I I , 

I " I 

ft~~·'J ~f ¡ (~~~ ~;.. ~" ¡ ~ ¡ , ! Po )" nJ: ,1 . '. : (.: : 
[

' • I I I 
, '1 I 

11.111 IV v VI VII VIII IX x XI XII 

(Según Oakberg, 1959 y Enders & Mayr, 1994) 

B) Edad en días gonias citos Lep Zig P. P.lnt P.Tard M-I Espermat 
tem Y 1-8 

MIl 
8-10 80 7 13 

10-12 11.3 24.5 11.3 37.7 9.4 5.6 O 

15-17 3.9 13.7 22.9 28.5 30.8 

17-19 1 O 7 14.5 22 47 3.5 

22-24 2 30 12 36.6 

(Según Nebel, 1962) 

Figura 4 A-Asociaciones de células gennina1es que se preimtan en el ciclo del epitelio seminífero en el ratón, 
según Oakberg (1956) Y Enders & Ma}'T (1994). B= espmnatogonia tipo B; PL = espermatocitos en preleptoteno; L 
= espermatocito en leptoteno; Z= espennatocito en cigoteno; PQ = espermatocito en paquiteno; D = diacinésis. 

Figura 4 B.- Edad en la que son observados distintos tipos de células genninales durante el desarrollo posnatal. Los 
números indican el porcentaje obtenido al contar el tipo de células genninales observados en 108 túbulos 
seminíferos en los días del desarrollo posnatal especificados en la tabla La meiosis no comienza sino hasta el día 8 
dpp. MI = meiosis 1; M II= meiosis II. 
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igura 5.-
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a, se m
uestran tres gráficas, en A

 se representa una gráfica de la liberación 
de las horm

onas LH
 

y FSH
 durante el desarrollo posnatal del ratón. E

n B
 y e, se indican las 

gráficas del núm
ero absoluto de células testiculares durante el desarrollo posnatal del ratón. C

om
o 

puede observarse, los niveles de las horm
onas L

H
 y FSH

 antes del día 21 
dpp, coinciden con el 

increm
ento del núm

ero absoluto de células de S
értoli y de células esperm
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las células de L
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onas LH
 y FSH

, lo cual sucede a partir del día 21 dpp. 
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Figura 6.- En las gráficas se muestra el porcentaje de células de Leydig respecto al total de células 
intersticiales en el desarrollo fetal y posnatal en el ratón (número relativo). Puede observarse que el 
número relativo de las células de Leydig observado en la etapa posnatal, decrece a un mínimo a 
partir del día 3 dpp Y hasta el día 11, más tarde, a partir de los días 15- 21, ya hay un claro 
incremento en el número relativo de las células intersticiales y este incremento se correlaciona 
temporalmente y sobre todo a partir del día 21 dpp hacia delante, con el decremento de las células 
mesenquimatosas. 
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Figura 7.- En la gráfica superior (a) puede observarse que la liberación de la LH se encuentra 
coordinada con la de FSH y que hay un periodo de inhibición de la liberación de estas 
gonadotropinas hasta antes del día 21 dpp en el ratón. En las gráficas en (b), puede observarse que 
el curso temporal de la liberación de LH sérico (gráfica superior) presenta fluctuaciones que son 
paralelas a las encontradas para los andrógenos totales en el periodo posnatal (gráfica inferior). 
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Figura 8.- Diagrama esquemático que muestra a las hormonas gonadotrópicas liberadas por la 
hipófisis anterior y sus células blanco, así como el tipo de respuesta que produce. 
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Figura 9.- Vías biosintéticas en las células de Leydig. P450 citocromo liberadora de la cadena lateral; 
P450c 17 = Citocromo 17 a hidroxilasa/C 17_20 liasa; 3 p-HSD = 3 p-hidroxiesteroide deshidrogenasa / ~ 4-5 

isomerasa; 17-KSRlI7p-HSD = 17 cetosteroide reductasa/ (17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa); P450 
arom = citocromo P450 aromatasa; 5red = 5 a reductasa. 
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A 
Cx33 Cx36 Cx45 Cx25 

Cx43 Cx30 Cx31.1 Cx59 

Cx40 Cx37 Cx39 

Cx50 Cx31 Cx57 

Cx46 Cx32 Cx31.3 

Cx26 Cx30.3 Cx62 

(Tomado de Unwin & Zamphigi, 1980) 

Figura 10.- En la tabla A se muestran los tipos de conexinas hasta el momento clonadas. En la 
figura B, se muestra la fonna en que están dispuestas los componentes membranales y los 
conexones hexaméricos para fonnar los canales de unión comunicante, cada conexón está fonnado 
por seis subunidades proteicas de conexinas. 
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e 

Figura 11 .- En esta figura se muestran micrografias de secciones finas de cortes 
transversales de hígado . En A, puede observarse la extensión de las uniones comunicantes 
en dos células que se encuentran en estrecho contacto. En B, a una mayor amplificación, 
puede observarse que en la zona de aposición membranal hay una estructura pentalaminar, 
esto sucede cuando la preparación es procesada por tinción negativa. En e, puede 
observarse una fina sección y nuevamente un corte transversal que indica una zona de dos 
células en estrecho contacto, en donde puede apreciarse que con el método de tinción con 
uranil acetato se obtiene una estructura heptalaminar. En donde señalan las flechas se 
indica un espacio de 2-3 nm . En D, se observa una criofractura que muestra una placa de 
unión comunicante, la cual presenta las típicas prominencias que equidistan entre si 9 nm. 
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Figura 12.- Diagrama esquemático que muestra la forma en la que las subunidades proteicas 
llamadas conexinas se encuentran dispuestas en la membrana. De acuerdo a los datos obtenidos por 
distintos tipos de análisis de su secuencia de sus aminoácidos, se sabe que las conexinas atraviesan 
cuatro veces la membrana y presentan los sitios carboxilo y amino terminal en el citoplasma. 
Adicionalmente presentan una asa citoplasmática y dos asas extracelulares además de cuatro 
regiones transmembranales. 
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Figura 13.- En el presente diagrama se muestra una gráfica en (A), e indica la liberación de insulina 
en las células beta del páncreas, inducida por la estimulación con glucosa en células que han sido 
disociadas y aisladas (single) ó en las mismas células una vez que se han reagregado y re­
establecido en sus contactos intercelulares (coupled). En (B) se muestra gráficos los cuales indican 
que el porcentaje de la eficiencia secretoria es mayor en células reagregadas en comparación con las 
células aisladas. 
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Figura 14.- En A se muestran los registros de las corrientes que pasan a través de los canales de 
unión comunicante, evocados al ~stimular dos células acopladas de Leydig con pulsQS 
despolarizantes e hiperpolarizantes obtenidos por el método de doble fijación de voltaje en células 
pares. En B, con los datos obtenidos a partir de estos registros, fue posIble construir graficas de las 

. conductancias estacionarias nonnalizadas vs el voltaje en m V, en donde se muestra que la conductancia se 
modula a estímulos que oscilan entre los ± 80 y ± 50 mV. 
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Figura 15 .- Las gráfica A muestra como el porcentaje de comunicación intercelular (CI) 
decrece en condiciones de no estímulo después de 24 y 36 horas de iniciado el tiempo de 
cultivo de las células de Leydig. En B se muestra el porcentaje de CI de cultivos células de 
Leydig en presencia de las honnonas LH/ hCG o del AMPc, después de 36 horas de 
iniciado el tiempo de cultivo. En ésta última puede observarse como la presencia de los 
principales agonistas de las células de Leydig o de sus segundos mensajeros, evitan el 
decremento de la comunicación intercelular. 
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Figura 16.- En la siguiente gráfica puede observarse que al purificar y separar dos 
poblaciones con diferente gradiente de densidad, éstas mantienen una funcionalidad 
distinta, pues responden de manera desigual a la máxima estimulación con hCG (ver texto). 
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Tabla I FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL TESTíCULO EN DESARROLLO (Modificado de 
Lamb,1993). 

Factor de Crecimiento Célula testicular que lo expresa 
Factor de crecimiento homogenado de testículo de 
tibroblástico ratas inmaduras 
(Fibroblast growth (prepúber).Espermatocitos en 
factor) paquiteno 

Factor de crecimiento 
similar a la insulina. 
(IGF-I) 

Células de Sértoli de 14dpp. 
Células de Leydig de 14 dpp. 
Después de la tercera semana 
decrece la inmunoreactividad. 
Se expresa también en los 
esperrnatogon ios 
espermatoc itos 

y 

Célula testicular receptora Función 
No se conoce Incrementa la proliferación 

de las células de Sértoli 
inmaduras In vivo y In 

vitro. 

Células 
Leydig/células 
Sértoli 

Incrementa la síntesis de 
testosterona inducida por 
LH 

de Incrementa la síntesis de 
de testosterona inducida por 

LH de células de Leydig 
inrminE. 
I~ la proliferación 
de células de Sértoli 
inmaduras. 

Factor de crecimiento 
neuronal p 

Espermatidas/espermatocitos en Células germinlaes 
preleptoteno 

Posiblemente promueve la 
espennatogénesisl puede ser 
un importante factor de 
proliferación en células 
premeióticas. 

(Nerve growth factor 
p) 

Activina 

Factor de crecimiento 
epidermal. 
(Epiderrnal Growth 
factor) 

Células de Leydig/ Células de Células germinlaes 
Sértoli 

Células de Sértoli No se conoce 

Ha sido implicada en 
eventos de proliferación y 
ditmn:ia:iOO d! los gonocitos y 
espermatogon ias 
La sialodenactom ia (lo 
cual remueve la fuente de 
este factor) induce un 
decremento del 50% enla 
producción de espermátidas. 
La administración de este 
tactor restaura los niveles 
normales de la 
espermatogénesis. 
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Tabla 11.- Diferencias morfológicas y funcionales entre las células de Leydig fetales y 
de la población adulta en el ratón. 

~eJliniemi et al.., (1996); Huhtaniemi, (1994) Rnsell, (1 '!%) 

I Aspectos morfológicos y Células fetales Células población adulta 
funcionales de las células de 
Leydig. 

Desregulación de los receptores No se presenta Se presenta 
de LH por estimulación crónica 
con LH/hCG 

, Producción de testosterona Si ,5 veces mas producción que Durante la etapa neonatal y 
en el adulto durante el estado adulto. 

Forma corta o completa del Predomina la forma corta entre En el adulto predomina la forma 
receptor a LH el dia EI3 y E\4 completa. 

r 

Regulación por LH o hCG Sólo al término del dia de A partir del día 20 dpp 

I gestación 

I 
Mecanismo de retroalimentación No se tiene evidencia Se tiene evidencia a partir del dia 
entre la testosterona y la LH 20 dpp 

Receptor a los andrógenos No se tiene evidencia Se expresa a partir del dia 2\ dpp 

Tipo de asociación Se encuentran como grupos En la etapa adulta predominan en 
dispersos el intersticio 

Inclusiones lipídicas Si Si 
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TABLA 111.- Caracterización morfológica y funcional del linaje de las células de 
Leydig adultas durante el desarrollo en rata. (Hardy et al., 1989; Rev: Benton et al., 
1999) 

... 
2 

Atributos Células de Células de Células de 
celulares Leydig Leydig Leydig Adultas 

progenitoras Inmaduras 
Actividad mitótica Alta Se divide solo una Probablemente 

vez nin_guna 
Morgología Fusiforme Redonda con gotas Redonda sin gotas 

de lípidos de lípidos 
Retículo Baja Alta Más alta 
endoplásmico liso 
Síntesis de Baja Intermedia Alta 
testosterona 
Edad a la que es 21 días 35 días 90 días 
típica 
Número de Bajo Intermedio Alto 
receptores a LH 
Número de Alto Alto bajo 
receptores a los 
andrógenos 

(Tomado de Benton et al., 1995) 
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Resumiendo, los estudios anteriormente señalados demuestran la importancia de la Cx43 para el 

desarrollo del testículo durante el periodo fetal y prepuberal. No obstante, no existía información 

sobre la posible expresión de la Cx43 en el testículo de ratón, antes del periodo de la pubertad. De . 

ahí que se desconocen los mecanismos moleculares específicos de cómo la falta de esta conexina 

induce estas alteraciones. Dada la falta de información al respecto, en la presente tesis nos 

planteamos el contestar sin ambigüedad las siguientes preguntas: ¿Cual es la etapa más temprana 

en el desarrollo testicular en la cual se expresa la Cx43? ¿Se expresa la Cx43 durante en el periodo 

fetal, neonatal y prepuberal? y en caso de que esto ocurra, ¿ En que tipos celulares testiculares se 

expresa esta conexina? ¿Se regula su expresión durante las etapas previas a la pubertad? si es así 

¿en que tipos celulares ocurre esta regulación? y finalmente ¿Existe in vivo una correlación entre la 

expresión de la Cx43 con los cambios funcionales testiculares? 

Hipótesis 

71 

1. Dado que el testículo fetal de los ratones deficientes en el gen que codifica para la Cx43 

presentan alteraciones en su tamaño y en el número de células germinales, es posible que la 

Cx43 se exprese en las células del cordón testicular durante este periodo. 

2. Dado que la Cx43 se expresa abundantemente entre las células de Leydig adultas 

funcionales y que las células de Leydig fetales también son funcionales, es posible que la 

Cx43 se exprese en ellas durante el periodo fetal. 

3. La Cx43 se expresa en las células del tóbulo seminífero durante la etapa prepuberal. Dado 

que existen evidencias de que la Cx43 se expresa entre las células de Sértoli adultas del ratón 

y que existen antecedentes de que la deficiencia de este gen previene la proliferación de las 

células germinales después del nacimiento en esta especie, es posible hipotetizar que esta 

conexina se expresa durante el periodo neo natal cuando inicia la proliferación germinal 

postnatal. La expresión de la Cx43 en el testículo neonatal no ha sido estudiada. En la 

presente tesis se aborda este aspecto. 

4. Dado que la comunicación intercelular y la expresión de la Cx43 en las células de Leydig es 

reguladas in vitro por la LH y el que la expresión de esta hormona presenta fluctuaciones 

durante la ontogenia del ratón, es factible que la expresión de la Cx43 en .las .~élulas de 

Leydig también sea regulada in vivo durante el desarrollo embrionario y P9stnatal . . 
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OBJETIVOS: 

1. Investigar la etapa más temprana en el desarrollo testicular en la cual se expresa la Cx43. 

2. Investigar el patrón de expresión de la Cx43 en el testículo en el periodo fetal, neo natal y 

prepuberal por el método de inmunofluorescencia indirecta en criosecciones de testiculo. 

3. Investigar la distribución célula-específica de la Cx43 en el testículo durante los periodos de 

desarrollo mencionados en el punto anterior. 

4. Investigar la posible regulación de la expresión de la Cx43 en el cordón seminífero durante 

los periodos del desarrollo fetal, neonatal y pre-puberal. 

5. Investigar si la expresión de la Cx43 en las células de intersticiales de Leydig es regulada 

durante el desarrollo fetal, neonatal y prepuberal. 

6. Investigar si los cambios en la concentración de testosterona intratesticular que ocurren 

durante el desarrollo están asociados a, los cambios en la expresión de la Cx43 en las células 

de Leydig. 

7. METODOS. 

Ver descripción contenida en los artículos 
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Developmental Regulation of 
Connexin 43 Expression in Fetal 

Mouse Testicular Cells 
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ABSTRACT 
IV"",.,'",,,, connexins have been identified in testicular cells. Several lines of evidences indicare 

connexin 43 (Cx43) may be unique for control of and 
m<.t",,,,,y,,..,,,,,,, To ít is not known whether Cx43 is in the and 

of ce11ular interactions mediated by this connexin are critical to male In the 
eX¡lrel5S1C)fi of Cx43 was investigared at various froro 

antibodies against Cx43. In or Cx43 
lVl7nn<>rc.r! with in1munocytochemical distribution of ster01ldO~(enlC <:;¡,U.,·U"':;. 

Mullerian inhibitory hormone n\Um, 
markers, respectively, of interstitial 
fluorescence microcopy. We found that 
the undifferentiated gonad at 11.5 

tubules. In the undifferentiated gonad, Cx48 was lv\'""","~"U 
cells somatic cells. At 12.5 dpc, when the gonad has 

in interstitium Cx43 was localized in Leydig ce11s and in the serninifer'01 
,vu;w:t.<;u between Sertoli cells. In Leydig and Sertoli oo11s, Cx43 

and 18.5 12.5 up to 18.5 dpc, Cx43 wa.'! also localized in borders between 
gel7lllnal and Sertoli cells. conclusion, this study demonstrates that from the earhest of 

Cle\¡el<>pnLlerlt, Cx43 IS expressed in the principal cell types that participate in the control of 
shows that Cx43 ex¡lression in Leydig and Sertoli eells increase during fetallife. 

nwmll'Í"Q. evidenoo throughout embryonic lífe, Cx43 forms gap junctions between 
oolls. Anat 264:237-246, 2001. © 2001 Wiley-Liss, Inc. 

words: gonad; development; Leydig; Sertoli; gepninal; differentiation; 
secretion; connexin43¡ fetal testis 

of intercellular gap 
channels allow the 

cells of ions and seeond roes-
(Saéz et 1989) and cAMP 

and Fletcher, 1984), 
Connexins are the protein sub-

charmels. In connexins are 
of at least 15 genes. Homomerie and 

eharmels formed with this farnily of 
functional tBukauskas et 

1999, Elenes et 1999). 
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238 PÉREZ-ARMENDARTZ ET AL. 

Previous studies have documented the presence of gap 
junctions between fetal testicular cens and Su­
zuki, 1978), but their molecular identity remains un­
known. In adult rodent testis, 12 connexins (Cx) have been 
described Northern blot (Zhang and 
Kadle et aL, 1991; Haefliger et al., 1992; Hennemann et 
al., Dahl et 1996; Mok et 1999; et 

1999) and by reverse 
reaetion (RT-PCR) studies 
dístribution of Cx26, Cx31, 
within the testis and the seminiferous tubule has been 
determined by immunofluorescence (IF) et 
1992; Tan et aL, 1996; Mok et. 1999). lines of 
evidence indicate that, among these Cx43 may 
be critical for gonadal and control 
of fertility. Cx43 is the 
pressed in adult Leydig cells, 
ley et al., 1992; Pérez-Armendariz et 
1996. Mok et aL. 1999. et Batias et 
1999) and electr¿physiological studies (Pérez-Armendariz 
et al., 1994, 1996). In the mouse, its PVlr;,.",,,,,, 
postnatal development is modulated in a manner 
and is correlated with in intratesticular testos-
terone content (Bravo Moreno et 2001). Alterations in 
spermatogenesis in both human 1999) and 
mouse have been found to be with a decrease in 
Cx43 expression in adult Sertoli cena (Batías et 
Transgenic knock out (KO) mice for 
Cx46, and Cx50 show apparent normal (Wíllecke 
et al., 1999), whereas Cx43-deficient mice (Reaume et 
1995) show asevere decrease in cell number 
during embryonic lífe (Juneja et aL, 1999). the 
substitution of the of the Cx43 by 
coding sequences of Cx40 or to 
prevent the decreaae in and the 
gonoeytes detected after birth do not differentiate to sec­
ondary spermatogonia (Plum et 2000). we 
found that Cx43 forms intercellular contacts between 
mouse germinal and Sertoli cells in newborns and at the 
time ofinitiation (Bravo Moreno et 
2001), which may explain, at least in the loss of 
spermatogenesis in Cx43-deficient míce. we address 
whether Cx43 lS in mouse testicular 
cells. The results here demonstrate that Cx43 is 

and modulated in the main cell that par-
ticipate in the control of maje 
Jife. We also show that Cx43 forms heterocellular contacts 
between Sertoli and cells fetal life. 
The functional ,,11':11111<';1>11\"'" 

and 

METHODS 
Animals 

CDl miee were maintained and handled in accordance 
with the International for Biomedical 
Research the Soei-
ety for the breeders show-

and 
Testes were mi.cf()díss¡,eted 
mersed in I"',mr,rp",p,-vj:J,h\r" 

embedded in Tissue Tek, im­
and frozen in liquid fl II.n'''<-'1 

Antibodies 

charaeterized rabbit polyclonal antisera 
sequences of Cx43 were used 

2001). one was an affinity 
CA; catalog 

was antiserum FlOO, generated 
purified synthetic pep­

sequence of amino acids 
carboxy terminus [Cx43 

used was a monoclonal anti­
another specific se­

Temecula, CA). 
Cx43 characteristic 

Western immunobJotting ofpro­
of testis and heart, and of He La 

cells with Cx43 but not with Cx40 or the 
transfection vector itself Moreno et al., 2001). Two 
different antibodies against the steroi-

a marker 01' Leydig were 
Keeney et 1993). A previ-

antibody against Mullerian 
hormone a marker of Sertoli cells 

and a monoclonal IgM antibody against a 
cell nuclear antigen (GCNA1) (Endel's and 

were also used. 

Immunocytochemical Localization of Cx43, 
and GCNAl Antigens 

of 10-12 f.l-m wel'e processed as previously 
(Pérez-Armendaríz et al., 1994). Briefiy, sec­

tions were fixed in 70% ethanol at - 20°C; rinsed with 
buffer saline (PBS), pH 7.3, 1 mM CaC12 , and 

preincubated in 2% albumin IgG-free, 0.1% Triton X-lOO 
in PBS. For single labeling, tissue sections were incubated 
with antibody 71-0700 (1:100), F100 (1:250), or anti­

(1:100) for 1 hr at room temperature. After wash­
ing in bssue sections were incubated with FITC-goat 
anti-rabbit IgG for 1 hr at room temperature, washed, and 
mounted a fluorescence protector medium (Vecta 

CA), observed under phase contrast 
and fluorescence microscopy (Olympus-lX70) and 

For double-labeling experiments, tissue sectíons 
were incubated overnight at 4°C with antibod-
ies against 3¡3HSD or MIH (1:100) 01' undiluted su-
pernatant containing monoclonaJ 
GCNA!. Sections were then washed and 
hr with FITC-labeled goat anti-rabbit or anti-mouse 
IgM (Zymed), respectiveJy. Sections were washed 
and íncubated for 2 hr with MAB3068 
100). After washings, tissue sections were 
rhodamine-conjugated anti-mouse Rock-

IL) for 1 hr. The same field of the section was ana­
undel' fiuorescein and rhodamine exCÍ­

at each 
a Ham­
software 

the 
HUPV"c,u and color en­

coded automatically. was used color fluorescence 
emitted by 3pHSD- or MIH-labeled celIs. Red was used to 
color fiuorescence emitted Cx43 and bIue was used to 
color fiuol'escence emitted GCNAl-labeled cells. Pho-
tomicrographs of for each 
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Fig. 1. Connexin43 (Cx43) is expressed in precursors and differen­
tiated Sertoli and Leydig cells. Fluorescent photomicrographs of sec­
tions from fetal mouse testis obtained alter incubation with two specific 
polyclonal antibodies against Cx43: (A,B) 71-0700, and (E) F100, with a 
(e) polyclonal antibody against 3J3-hydroxysteroid dehydrogenase 
(3J3HSO) (Oupont et al., 1993) and (D) with a polyclonal antibody against 
Mullerian inhibitory hormone (MIH) (Rey et al., 1996). A: At 11.5 days post 
coitum (dpc), Cx43 is uniformly distributed in the undifferentiated gonad 
(g). In the mesonephros (m). tiny Cx43-punctate immunofluorescent (IF) 
dots are also localized in cells from the mesonephric tubules (arrows). At 

age are representative of observations obtained froro at 
least six different animals. 

RESULTS 
To investigate whether Cx43 is expressed in fetal testis, 

we used three different antibodies directed against unique 
sequences of Cx43 carboxy terminus. These antibodies 
(polyclonal F100 and 71-0700, and monoclonal MAB3068) 
have be en shown previously by immunoblotting and IF to 
be highly specific for Cx43 (Bravo Moreno et al., 2001). 

Mouse gonad forms at 11.5 days post coitus (dpc) (re­
viewed in Merchant-Larios and Moreno Mendoza, 1996). 
Cx43 is expressed at the very earliest stages of gonadal 
development. As shown in Figure lA at 11.5 dpc, small 
Cx43 IF dots were found in cells from the mesonephric 
tubules and were uniformly distributed throughout the 

12.5 dpc, Cx43 labeling has a similar distribution and is found uniformly 
distributed in the gonad (g) alter its incubation with 71-0700 (B) or F1 00 
(E) anti-Cx43 antibodies. At 12.5 dpc, mal e differentiation was docu­
mented by identification of cells positive for (C) 3J3HSO, a marker of 
Leydig cells, and for (O) MIH, which is a marker of Sertoli cells. No 
punctate Cx43 labeling was detected in testicular sections incubated 
with (F) FITC-secondary antibodies alone, (G) preimmune serum F1 00, or 
(H) antiserum F100 preadsorbed with the antigenic peptide Cx43 (346-
363). Scale bar = 75 f1.m in A-H. 

undifferentiated gonad. By using two polyclonal anti-Cx43 
antibodies, the same Cx43 distribution was found in go­
nads from 16 different embryos, suggesting that, at this 
developroental stage, the pattern of Cx43 express ion is 
independent of the animal's sexo At 12.5 dpc, mal e differ­
entiation was evidenced by identification of 3¡3HSD (Fig. 
lC) and MIH (Fig. ID), which are, respectively, markers of 
Leydig and Sertoli cells. In parallel sections marked with 
the antibodies 71-0700 (Fig. lB) and FlOO (Fig. lE), Cx43 
labeling was found to be uniformly distributed in the 
gonad. The specificity of Cx43 labeling was further con­
firmed, beca use no labeling was detected in testicular 
sections incubated with FITC-secondary antibodies alone 
(Fig. lF), preimmune serum FlOO (Fig. lG), or with anti­
serum FlOO preadsorbed with the antigenic peptide Cx43 
(346-363) (Fig. lB). 



Fig. 2. Expression 01 connexin 43 (Cx43) in the interstitial space 
increases during letal development. Phase contrast (A,C,E,G) and Iluo­
rescent (S,O,F,H) photomicrographs 01 testicular sections obtained alter 
incubation with anti-Cx43 antibody 71-0700. Interstitium. A,B: At 13.5 
dpc, Cx43 immunofluorescent (IF) labeling is lound in spindle-shaped 
interstitial cell clumps that surround the seminilerous cords (arrow­
heads). e,o: At 14.5 and (E,F) 16.5 dpc, there is a progressive increase 
in the size 01 interstitial Cx43-positive cell aggregates (arrowheads), 

reaching a maximum at (G,H) 18.5 dpc, at the end 01 embryonic lile. E,G: 
Under phase contrast, Cx43-positive labeled clumps show lipid drop­
lets. As the size 01 the cell clumps increases, lipid droplets become more 
apparent and Cx43-IF labeling becomes more intense. Seminiferous 
cords. A,S: At 13.5 dpc, (C,O) 14.5 dpc, (E,F) 16.5, and (G,H) 18.5 dpc, 
Cx43-IF dots are detected in the periphery as well as in the center 01 the 
seminilerous cords. Scale bar = 150 fLm in A-H. 
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Fig. 3. Increase in 3f3-hydroxysteroid dehydrogenase (3f3HSD) ex­
pression during letal development. Fluorescent photomicrographs 01 
testicular sections obtained with antibody against 3f3HSD (Dupont et al, 
1993). A: At 12.5 days post coi tu m (dpc), cell clusters and isolated 
3f3HSD-positive cells are already lound. B: At 14.5 dpc, the number and 

Mouse Leydig cells contain abundant lipid droplets 
(Rev: Russell, 1996). Figure 2 shows that in the intersti­
tium the number and size of Cx43-positive, spindle­
shaped cell aggregates increased progressively from 13.5 
(Fig. 2A,B) to 18.5 dpc (Fig. 2C-H). As the number of the 
cells in an aggregate increased, Cx43 labeling on them 
became more intense and, under phase contrast, celllipid 
droplets became more apparent (Fig. 2C-H), suggesting 
that these cells correspond to Leydig cells. Consistent with 
this interpretation, Figure 3 shows that the number and 
size of 3[3HSD-positive cel! aggregates were found to in­
crease progressively from day 12.5 up to 18.5 dpc (Fig. 
3A-D). Initially (12.5-14.5), a majar increase in 3[3HSD­
positive ce11s was found in the center of the ganad, and 
later (16.5-18.5) positive ce11s appeared to redistribute in 
the whole fetal testis. The temporal and spatial correla­
tion between the number and size of cell clumps positive 
for Cx43 and 3[3HSD indicates that the increase in inter­
stitial Cx43 results from its expression in Leydig cells. 
This finding was demonstrated in testicular sections by 
double labeling with anti-Cx43 MAB3068 and polyclonal 
anti-3[3HSD antibody. Figure 4 shows digitized images of 
testicular sections at 12.5 (A), 14.5 (E), 16.5 (C), and 18.5 
dpc (Dl, where Cx43 was unambiguously localized in 
3[3HSD-positive celIs. Density of Cx43-IF dots in Leydig 
cells increased with age. Cx43 was not detected in other 

size 01 3f3HSD-positive cell aggregates increase markedly, and particu­
larly in the central part 01 the gonad. C: At 16.5 dpc, 3f3HSD-positive 
cells are unilormly distributed between the seminilerous cords 01 the 
gonad. D: At 18.5 dpc, the number and size 01 3f3HSD-positive clumps 
reaches its maximum. Scale bar = 300 fLm in A-D. 

neighboring cells (Fig. 4, asterisk). Nonetheless, in sorne 
sections, Cx43 was found at cell borders between 3[3HSD­
positive and -negative cells (Fig. 4C arrow). 

Gap junctions between Sertoli cells have been described 
at the end of embryonic life (Nagano and Susuki, 1978). 
Figure 2A-H shows that, from day 13.5 until 18.5 dpc, 
Cx43-IF dots were found at the periphery as we11 as in the 
center of the seminiferous cords. This distribution sug­
gested that Cx43 is expressed between adjacent Sertoli 
cells as well as between Sertoli and adjacent germinal 
cells. This was further explored in testicular sections dou­
ble labeled with l\1AB3068 against Cx43 and with poly­
clan al antibodies against MIH. Figure 5 shows testicular 
sections at 14.5 (Al, 16.5 (B), and 18.5 dpc (C,D). At a11 
ages, MIH-positive al' Sertoli cells were found in the sem­
iniferous cords. As age increases, a larger number ofMIH­
positive cells were localized at the periphery of the cords. 
Antibody against MIH also stained cytoplasmic projec­
tions that extend from Sertoli ce11s to the center of the 
seminiferous cord, surrounding MIH-negative cells, with 
large nuclei and prominent nucleoli characteristic of ger­
minal ce11s CFig. 5A,B,Dl, Cx43-IF-labeled ce11 borders 
between adjacent Sertoli cell bodies. Cx43-IF dot number 
increased with age (Fig. 5 arrows). Cx43-IF dots were also 
found in the Serloli ce11-cytoplasmic projections that sur­
round central gonocytes al' germinal cells (Fig. 5, arrow-
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Fig.4. Increase in connexin 43 (Cx43) labeling in the interstitial space 
results from its expression in Leydig cells. Digitized images obtained 
from testicular sections double labeled with monoclonal antibody 
against Cx43 MAB3680 (red) and with a polyclonal antibody against 
3¡3-hydroxysteroid dehydrogenase (3¡3HSD) (green) (Keeney et al., 1993). 
At (A) 12.5, (8) 14.5, (C) 16.5, and (O) 18.5 days post coitum (dpc), 
Cx43-immunofluorescent dots are localized in the cy10plasm but mainly 

heads and inserts). Labeling at this last loealization sug­
gests that Cx43 may form gap junctions between Sertoli 
and germinal eells. To further investigate this possibiJity, 
pamllel seetions were double labeled with MAB3068 and a 
monoclonal antibody to GCNA1. From day 11.5 dpe, the 
number of germinal 01' GCNA1-positive eells inereased 
(Fig. 6A). From day 14 dpc, GCNA1-positive eells were 
mainly distributed in the eenter of the seminiferous eord 
(Fig. 6C-E). Cx43 was localized between adjacent 
GCNA1-negative eells loealized at the periphery of the 
seminiferous cord. Cx43-IF dots were also loealized at cel! 
borders between eel!s negatively and positively stained 
with antibody against GCNA1 (Fig. 6, arrowheadsl. This 
Cx43 localization was observed in the undifferentiated 
gonad at 11.5 dpe (Fig. 6Al, at the earliest stages of sexual 
gonad differentiation on day 12.5 post coi tus (Fig. 6Bl and 
thereafter at 14.5, 16.5 (Fig. 6C,Dl up to the end of em­
bryonie life at 18.5 dpe (Fig. 6E). No apparent difference in 
the size or density of Cx43 IF -dots between germinal and 
Sertoli cells was detected during fetal Jife. 

at cell membrane appositions between adjacent 3¡3HSD-positive cell 
clumps. No Cx43 labeling was detected in other interstitial cells sur­
rounding 3¡3HSD-positive clumps, probably mesenchymal and fibro­
blasts cells (asterisk). Nonetheless, in some sections (C ), Cx43 was 
found at cell borders between 3¡3HSD-positive and negative cells (ar­
row) . Cx43 is also seen in 3¡3HSD-negative cells from the seminiferous 
cords (SC). Scale bar = 30 ~m in A-D. 

DISCUSSION 

Various evidences indicate that Cx43 may be critical for 
control of spermatogenesis (Risley et al., 1992, Pelletier, 
1996, Batias et al., 1999, Steger et al., 1999, Bravo­
:Moreno et al. , 2001, Plumb et al., 2001). Data shown in the 
present study support the hypothesis that Cx43 plays 
other roles in gonada1 development besides control ofsper­
matogenesis beca use, by using highly specific antibodies 
(Bravo Moreno et al. , 2001 ), it was demonstrated that (1) 
at 11.5 dpc, Cx43 mediates heteroeel!ular contacts be­
tween precursor germ cells, identified with GCNA1 anti­
bodies, and precursors of soma tic cells , presumably pre­
Sertoli eells ; (2) after gonad sexual differentiation , there 
are Cx43-mediated contacts between germinal and Sertoli 
eells that remain throughout embryonic life; and (3) Cx43 
is expressed between neighboring Sertoli cells and be­
tween adjacent interstitial Leydig cells from the earliest 
stage of testicular differentiatíon at 12.5 dpe and that, in 
both eell types, its expression increases during fetal life. 
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Fig. 5. Connexin 43. (Cx43.) increases in Sertoli cells during fetal 
development. Oigitized images obtained from fetal testicular sections 
double labeled with monoclonal antlbody against Cx43. MAB3.680 (red) 
and with antibodies against Mullerian inhibltory hormone (MI,H) (bright 
green) at (A) 14.5, (B) 16.5, and (e,O) 18.5 days post coitum (dpc). As age 
increased, a larger number of MIH-positive cells were localized al the 
periphery of Ihe cords (A,B,O). Antibody against MIH also stained cylo­
plasmic projections thal extend from Sertoli cells lo the center of the 

The enzyme 3f3HSD is an essential component for the 
biosynthesis of all biologically active steroids, including 
androgens. Different isoforms of 3f3HSD enzyme have 
been identified in mouse testes (Keeney et al., 19931. Neo­
natal testes only express the type 1 isoform, whereas adult 
testes express type 1 and type VI (Baker et al., 1999). It is 
likely that both isoforms are recognized by the two anti­
bodies against 3f3HSD used in the present study. We have 
previously found that antisera also deteeted 3f3HSD-pos­
itive eells at different ages of postnatal development (Bra­
vo Moreno et al., 2001). Immunoblot studies are required 
to confirm this aspecto 

Connexin 43 has be en found in guinea pig Leydig eells 
at the end of embryonie life (Pelletier, 1996). In the 
present study, we provide evidenee suggesting that pre­
eursors of Leydig cells express Cx43. Moreover, we dem­
onstrate that Cx43 is also exprel:ised in mouse Leydig eeUs, 
at their earliest stage of differentiation at 12.5 dpc, and 
thereafter during fetallife. Inerease in Cx43 expression in 

seminiferous cord, surrounding MIH-negative cells, with large nuclei and 
prominent nucleoli characteristic of germinal cells (A,B,O). Cx43.-labeled 
cell membrane appositions between adjacent Sertoli cell bodies: Ihe 
number of Cx43.-immunofluorescent dots increased with age (arrows). 
Cx43.-IF dots were al so found in the Sertoli cell-cytoplasmic projections 
that surround central gonocyles or germinal cells (arrowheads and in­
serts). Scale bar = 3.0 f.Lm in A,B,O, 16 f.Lm in insets, 90 f.Lm in C. 

the interstitium during embryonic life results from 
changes in its expression in Leydig eells, because it is 
temporally and spatially correlated with the inerease in 
3f3HSD-Iabeled cells detected in parallel seetions at all 
embryonie ages studied. Moreover, Cx43 was unambigu­
ously localized in 3f3HSD-positive cells in double-Iabeled 
seetions at a1l fetal ages. Cx43-IF labeling was not de­
tected in the other interstitial cells that surround 3f3HSD­
positive cells. However, detection of Cx43 at cel! borders 
between negative and positive 3f3HSD-positive cells raises 
the possibility that Leydig eells may form homomelic or 
heteromeric gap junctions with fibroblast, mesenchymal, 
01' Leydig cel.l precursors. 

Testosterone release during fetallife is critical for male 
differentiation. Intratesticular testosterone content in­
creases progressively from day 14 dpc up to the end of 
embryonic lite (O'Shaughnessy et al., 1998). In the present 
\vork, we demonstrated that, temporally correlated with 
this change, there is an inerease in the number and size of 
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Fig. 6. Connexin 43 (Cx43) is expressed between Sertoli and germi­
nal cells from early embryonic development. A-F: Digitized images ob­
tained from fetal testicular sections double labeled with monoclonal 
antibodies against Cx43, MAB3068 (red), and germinal nuclear cell 
antigen, GCNA 1 (blue). From day 11.5 days post coitum (dpc) (A), the 
number of germinal or GCNA 1-positive cells increased. From day 14 dpc 
(C-E), GCNA 1-positive cells were mainly distributed in the center 01 the 
seminilerous cord. Cx43 was localized between adjacent GCNA 1-neg­
ative cells localized at the periphery 01 the seminilerous cord. Cx43-

3f3HSD-positive cel! aggregates as wel! as in their expres­
sion ofCx43. We have also described recently the temporal 
correlation between these three parameters during post­
natal Jife (Bravo Moreno et al., 2001). Thus, results pre­
sented here are consistent with the hypothesis that ex­
pression of Cx43 may be involved in the control of 
developmental processes required to regulate testosterone 
production, secretion, 01' both. 

An increase in gap junction plaques has be en found in 
epithelial cells from other tissues during development 
(Pitelka et al., 1973; Yamamoto and Kataoka, 1988; Pérez 
Armendariz et al., 1995). Sertoli cells start proliferating 
on day 14.5 dpc, reaching their maximum rate of thymi-

immunolluorescent (-IF) dots were also localized at cell borders between 
cells negatively and positively stained with antibody against GCNA 1 
(arrowheads). This Cx43 localization was observed in the undifferenti­
ated gonad at 11.5 dpc (A), at the earliest stages 01 gonad differentiation 
on day 12.5 dpc (B) and thereafter at 14.5, 16.5, and 18.5 dpc (C,D,E). 
No apparent difference in the size or density 01 Cx43-IF dots between 
germinal and Sertoli cells was detected during letal lile. m ; mesone­
phros 9 = gonad. Scale bar = 30 f.lm in A-E. 

dine-labeling index between 16.5 and 18.5 dpc, at the end 
of embryonic Jife (Vergoween et al., 1991). The present 
study shows that temporally correlated with this change 
there is an increase in the density of Cx43-IF dots in 
Sertoli cells. Changes in Cx43 levels in Sertoli cells during 
fetal Jife may result from their cell membrane closer ap­
position and might have an effect on the production 01' 

liberation of secretory products. 
Previous morphologic studies in mouse testis have 

shown that afier day 14.5 dpc gonocytes are localized at 
the center of seminiferous cords cel!s lVergoween et al., 
1991) and tbat Sertoli cells localized at the periphery 
extend cytoplasmic processes that establish contacts with 
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germinal (McGinley and Posalaky, 1986). The finding of 
Cx43-IF-labeled dots in MIH-positive cytoplasmic projec­
tions surrounding MIH negative ceUs, with large nuclei 
and prominent nucleoli, characteristic of germinal ceUs, 
localized at the center of the seminiferous cords points to 
the existence of Cx43-mediated heterocellular contact be­
tween Sertoli and germinal cells. Its existence is also 
indicated by identification of Cx43 at cell borders of 
GCNA1-positive and -negative cells at aU embryonic ages 
in parallel sections. Because only Sertoli and germinal 
ceUs form the seminiferous cords (Orth, 1982), it is safe to 
conclude that there are homomeric andlor heteromeric 
channels formed with Cx43 between these cell types. 

Primordial germ cells (PGCs) are first detectable at 7-8 
dpc as a population of surface alkaline phosphatase-ex­
pressing ceUs in the extraembryonic tissue near the base 
of the allantois (Enders and May, 1994; Richards et al., 
1999). They migrate through the hindgut endoderm and 
then through the dorsal mesentery into the genital ridges. 
During their migration, they al so proliferate (see Gomp­
erts et al., 1994). They reach the gonad at day 11.5 dpc. In 
the male PGCs, they continue their proliferation within 
the gonad until day 14.5 dpc, when they become mitoti­
cally quiescent until shortly after birth, when they resume 
mitosis (Vergoween et al., 1991). In parallel to prolifera­
tion, during the first days of embryonic life, germinal cells 
undergo programmed cell death (Rucker et al., 2000). In 
other cell systems, there is increasing evidence that Cx43 
may participate in regulation of migration (Huang et al., 
1998, Ashton et al., 1999, McDonough et al., 1999, Ban­
nerman et al., 2000) mitosis and apoptosis (Xi e et al., 1997, 
Kanemitsu et al., 1998, Andrade-Rozental et al., 2000, 
Wilson et al. , 2000). Cx43-deficient mi ce showed a signif­
icant decrease in germinal cells throughout embryonic life 
that could be traced back as early as 11.5 dpc (Juneja et 
al., 1999), raising the possibility that, as in other cell 
tissues, loss of Cx43 may induce alterations in precursor 
germ cells migration. The findings presented here-the 
identification of Cx43 homocellular contacts between Ley­
dig and Sertoli cells, as well as of Cx43 heterocellular 
contacts between germinal and Sertoli cells from the ear­
liest embryonic stages and throughout all fetal gonadal 
development-raise the possibility that Cx43 may also 
participate in the control of germinal cell proliferation 
andlor survival within the gonad. 
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ABSTRACT 
Connexin 43 (Cx43) is the most abundant and ubiquitously distributed gap junction protein in testicular cells. Lack of 

Cx43 expression results in male infertility. We investigated whether Cx43 is expressed and regulated in Leydig, Sertoli and 
germinal cells at different stages of postnatal development. Cx43 was detected using three different antibodies shown by 
immunoblotting to be,highly specmc. At different postnatal ages Cx43 localization was compared in serial or double labeled 
testicular cryosections with immunocytochemical distribution of steroidogenic enzyme, 3 ~hidroxysteroid-dehydrogenase 
(3f3HSD), Mullerian inhibitory hormone (MIH), and germinal nuclear cen antigen (GNCA1), which are specific markers of 
interstitial Leydig, Sertoli and germinal cells, respectively. In the interstitium, round cell clumps (RCC) with lipid droplets 
positive for 3~HSD and Cx43 were frequently found at intertubular areas at birth and Cx43 was mainly localized at cell 
membrane appositions, From day 3, the number and size of 3~HSD-positive RCC started to decrease, and reached a 
minimum at 7-14 dpp; Cx43 expressed by them is progressively downregulated, From day 21 an increase in the size and 
number of RCC positive for Cx43 and 3~HSD was found that continued at 24, 26 and 28 days and reached a maximum at 
35 and 60 dpp. Biphasic expression ofinterstitial Cx43 and 3f3HSD was also found to be positively and temporally correlated 
with fluctuations in intratesticular testosterone content at all ages studied. In the seminiferous cord (SC), Cx43 was expressed at 
birth between adjacent Sertoli celis (MIH positive) localized at the periphery, as well as in their cytoplasm projections that 
surround centrally localized gonocytes. From days 3 to 7, Cx43labeling increased in Sertoli celis mainly at their apical border. At 
day 14, Cx43 distribution in Sertoli celis changed from apical to basal in parallel to migration of germinal (GNCA1-positive) cells 
from the periphery to the center ofthe SC. At all these ages, Cx43 was also localized at celi borders between Sertoli and germinal 
celis. In concJusion, this study demonstrates that Cx43 in Leydig cells is regulated during postnatal development in an age and 
functional dependent manner. In the tubule, it is demonstrated that Cx43 is modulated in Sertoli cells during the neonatal and 
prepubertal periodo We also provide evidence for the first time that Cx43-gap junctions communicate between Sertoli and germinal 
cells before and during the first wave of spermatogenesis. Anat Rec 264:13--24, 2001. © 2001 Wiley-Liss, 1l1C. 

Key words: development; Cx43j Leydig; Sertolij germinal; differentiationj proliferationj secretion 

Gap junctions are conglomerates of intercellular chan­
neis formed by a family of homologous proteins termed 
connexins. They allow transfer ofions and second messen­
gers such as Ca2 + (Saéz et al., 1989) and cAMP (Murray 
and Fletcher, 1984; Tsien and Wiengart, 1974) between 
adjacent cells . Gap junctions have been implicated in the 
control of development (Juneja et al., 1999) and regulation 
of hormone release in secretory glands (Chanson et al., 
1998; Munari-Silem and Rousset, 1996; Oyoyo et al., 1997; 
Pérez-Armendariz et al., 1995). 

The testis is the gland required for masculinization and 
male reproduction. In mice, testicular weight increases 
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60-fold from birth to adulthood as a result of the develop­
ment of two cellular compartments: the tubule and the 
interstitium (Vergoween et al., 1993). The interstitium 
contains seven different cell types: mesenchymal, peritu­
bular or myoid, macrophages, endothelial, perivascular, 
lymphatic endothelial and Leydig cells (LC) (Vergoween et 
al., 1991). Leydig cells secrete testosterone, the main tes­
ticular hormone required for masculinization. In the pre­
pubertal animal, mesenchymal cells represent the largest 
interstitial cell population. With the onset of puberty, 
their relative number decreases whereas LC number in­
creases to become the most abundant interstitial cell type 
in the mature animal (Hardy et al., 1989; Vergoween et 
al., 1993). 

Leyrug cells have gap junctions (reviewed, RusselI, 
1996) and are extensively dye-coupled, both in vivo (Risley 
et al. , 1992) and in freshly dispersed preparations (Kawa, 
1987; Pérez-Armendariz et al. , 1994; Varan da and de Car­
valho, 1994). Cx43 is the only connexin described in the 
interstitium so faro It has been localized in peritubular 
celIs and in rodent (Batias et al., 1999; Pérez Armendariz 
et al., 1994; PelIetier, 1996; Risley et al ., 1992) and human 
(Steger et al ., 1999) Leydig cells. In mouse, functional 
studies support the idea that Cx43 is the main connexin 
communicating between adult Leydig celIs: a) biophysical 
properties of macroscopic and microscopic currents re­
corded from double whole cell voltage clamp of isolated 
pairs of LC are similar to those recorded from deficiently 
connected celI pairs transfected with Cx43 (Pérez-Armen­
dariz et al. , 1994); b) decrease in Cx43 expression in LC 
clumps cultured for 36 hr occurs associated with an 80% 
decay in dye coupling (Pérez-Armendariz et al., 1996); and 
c) time-dependent decay in Cx43 and dye coupling are 
prevented by maintaining LC cultures in the presence of 
luteinizing (LH) or chorionic gonadotrophic (CG) hor­
mones or dibutyryl-cAMP (Pérez-Armendariz et al., 1996). 

LH and CG are the main physiological regulators of LC 
function. They activate the same receptor, stimulate ade­
nylate cyclase and produce an increase in intracelIular 
cAMP levels, [cAMPli. Elevation of [cAMPli importantly 
enhances steroidogenesis and testosterone secretion (re­
viewed by Segaloff and Ascoli, 1993). Because serum LH 
and testosterone levels change during postnatal develop­
ment (Okamoto et al., 1982; Ogasawara et al., 1984), it is 
possible that Cx43 expression in LC is developmentalIy 
regulated . In this respect, it has been described that Cx43-
immunofluorescent (IF) labeling in interstitial cells with 
lipid droplets, presumably LC, is reduced in immature 
compared with mature testes in guinea pig (Pelletier, 
1996) and rat (Risley et al., 1992). Because Cx43 may be 
expressed in the various seven interstitial celIs there is no 
evidence that changes in interstitial Cx43 labeling occur 
exclusively in Leydig cells. 

In rodent tubular celIs, mRNA for 12 different connex­
ins has been identified (see Batias et al., 2000), eight in 
Sertoli and nine in germinal ce lis (Risley, 2000). A specific 
spatial distribution has been found for Cx26, Cx31, Cx32, 
Cx33 and Cx43 using IF studies in testis from adult ani­
mals (Batias et al., 1999; Mok et al., 1999; Pérez-Armen­
dariz et al., 1994; Pelletier, 1996; Risley et al. , 1992; Tan 
et al. , 1996). Several lines of evidences support the idea 
that Cx43 is required for adequate control of fertility . It 
has recently been shown that alterations in spermatogen­
esis, in both human (Steger et al. , 1999) and mouse (Ba­
tias et al. , 1999), are associated with de crea sed Cx43 

expression in adult Sertoli celIs. In addition, the number 
of germinal cells in fetal testis from Cx43 knock-out mice 
is significantly reduced (Juneja et al., 1999). Moreover, 
substitution of the coding region of the Cx43 gene by 
coding sequences of Cx40 or Cx32 is not sufficient to 
prevent reduction in germinal cells, and still results in 
infertile males due to the complete absence of secondary 
spermatogonia (Plum et al., 2000). In mouse, spermato­
genesis starts shortly after birth, however, to date there is 
no information about Cx43 expression in testicular cells at 
this developtnental stage. 

In the present study, we investigated whether Cx43 is 
developmentalIy regulated in LC by comparing the spatial 
distribution and temporal correlation ofCx43 with 3¡3HSD 
expression, as welI as with intratesticular testosterone 
contento Additionally, we investigated ifCx43 is expressed 
and regulated in Sertoli and germinal cells at early post­
natal developmental times. 

METHODS 
Animals 

CD1 mi ce were maintained and handled in accordance 
with the Intemational Guiding PrincipIes for Biomedical 
Research Involving Animals, as promulgated by the Soci­
ety for the Study of Reproduction. Female breeders show­
ing a vaginal plug the day after mating were considered to 
be at day 0.5 of pregnancy. To record the time of partum, 
females were inspected at 6 hr intervals (9, 15, 21 hr) at 
day 18 after mating. To prevent large variation in mouse 
weight, litter size was adjusted to 8 to 9 pupS. Animals 
were sacrificed at various days after birth (O, 3, 5, 7, 14, 
21,24,26,28,35,60) at the mean delivery time (12,18 hr) 
with a variation of ::':: 1 hr at mosto Animals were anesthe­
tized with CO2 and then killed by decapitation. Testes 
were micro-dissected, embedded in TissueTek, immersed 
in cryo-preservative and frozen in liquid nitrogen. 

Antibodies 

Two different rabbit polyclonal antisera against unique 
peptide sequences of Cx43 were used. An affinity-purified 
antibody was obtained from Zymed (San Francisco, CA; Cat. 
No. 71-0700). A serum, F100, was generated in our labora­
tory according to the procedure ofTraub et al. (1994) against 
a highly purified synthetic peptide corresponding to aa. 346-
363 (Biosynthesis Inc., Lewisville, TX) of mouse Cx43 car­
boxy terminus [Cx43(346-363)]. A BLAST search revealed 
that this peptide is homologous with Cx43 sequences from 
other species, but not with any other protein or cloned con­
nexin. One monoclonal antibody, MAB3068, against a syn­
thetic peptide corresponding to another specific sequence (aa 
252-270) ofCx43 (Chemicon, Temecula, CA) was also used. 
Polyclonal antibodies against Mullerian inhibitory hormone 
(MIR) (Vigier et al., 1985) and steroidogenic enzyme 3¡3HSD 
(Dupont et al., 1993; Mason et al. , 1993) were kindly donated 
by Drs. N. Josso, V. Luu-The, and 1. Mason, respectively. A 
monoclonal IgM antibody against a mouse germ cell nuclear 
antigen (GCNA1) was a gift from Dr. G.C. Enders (Enders 
and May, 1994). 

Immunocytochemical Localization of Cx43, 
3JlHSD, MIH and GCNAl Antigen 

Cryosections of 10-12 ¡.lm were processed as previously 
described (Pérez-Armendariz et al., 1994). Briefiy, sec­
tions were fixed in 70% ethanol at -20°C; rinsed with 
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Fig. 1. Specificity of antibodies against Cx43. Immunoblot analysis 

of total homogenates from heart (H), adult testis (T) and HeLa cells 
transfected with either Cx43 (Cx43), Cx40 (Cx40) or the expression 
vector (wt). Blots were developed with (A) polyclonal antibody 71-0700, 
(B) monoclonal antibody MAB3068, (e) polyclonal antibodies F100 

phosphate buffer saline (PBS), pH 7.3, 1 mM CaCI2 , and 
preincubated in 2% albumin IgG-free, 0.1% Triton X-lOO 
in PBS. For single labeling, tissue sections were incubated 
with antibody 71-0700 (1: 100), F100 (1 :250) or anti-
3¡3HSD (1:100) for 1 hr at room temperature. After wash­
ing in PBS, tissue sections were incubated with FITC-goat 
anti-rabbit IgG for 1 hr at RT, washed and mounted using 
a fiuorescence protector medium (Vecta Shield, Burlin­
game, CA), observed under phase contrast and fiuores­
cence microscopy (Olympus-1X70) and photographed. For 
double labeling experiments, tissue sections were incu­
bated overnight at 4°C with polyclonal antibodies against 
3¡3HSD or MIH (1:100) or with undiluted supernatant 
containing monoclonal antibody (IgM) against GCNAl. 
Then, sections were washed and incubated for 1 hr with 
FITC-labeled goat anti-rabbit IgG or anti-mouse IgM 
(Zymed), respectively. Sections were washed again and 
incubated for 2 hr with MAB3068 (IgG) against Cx43 
(1:100). After washing, tissue sections were incubated 
with rhodamine-conjugated goat anti-mouse IgG (Pierce, 
Rockford, IL) for 1 hr. The same field of the section was 
analyzed sequentially under fiuorescein- and rhodamine­
excitation filters . Monochromatic digitized images at each 
excitation wavelength were acquired using a Hammatsu 
digital camera (ORCA) and Metamorph software (Univer­
sal Imaging, West Chester, PAlo Using the same software, 
images were superposed and displayed in pseudocolor. 
Green was used to represent fiuorescence emitted by cells 
positive for 3¡3HSD or MIH. Blue and red were used to 
code fiuorescence of GNCA1 and Cx43 labeling, respec­
tively. Micrographs ofimages shown for each developmen­
tal age are representative of observations obtained from at 
least six different animals. 

Immunoblots 

Freshly dissected testis, heart and transfected HeLa 
cells were homogenized in cold buffer containing 250 mM 
NaCl, pro tease inhibitors (200 f.lglml soybean trypsin in­
hibitor, 1 mglml benzamidine, 1 mg/ml aminocaproic acid 
and 2 mM PMSF) and phosphatase inhibitors (20 mM 
Na4 P2 0 7 and 100 mM NaF). Immunoblots were performed 
as described previously (Sáez et al., 1997). Briefiy, 50 f.lg 
(heart homogenates) or 150 f.lg (testis and HeLa cells) of 
protein were separated in 8% SDS-PAGE and electro-

against peptide Cx43 (346-363), and (O) a reference anti-Cx43 antibody. 
Bands between 40-45 kDa corresponding to phosphorylated (P) and 
nonphosphorylated (NP) forms of Cx43 were detected in adult testis, 
heart and Cx43 transfectants but not in HeLa cells transfected with Cx40 
or vector. 

transfer. After incubation with anti-Cx43 polyclonal anti­
bodies 71-0700 (1:500) and F100 (1:100) or monoclonal 
MAB3680 (1:500) blots were reacted with alkaline phos­
phatase-conjugated goat anti-rabbit IgG or anti-mouse 
IgG, respectively, and developed with substrate (BCIP/ 
NBT tablets, Sigma). The reactivity of these antibodies 
was compared with that of a previously characterized 
anti-Cx43 antibody described elsewhere (Sáez et al., 
1997). Cx40 and Cx43-transfected HeLa cells (Elfgang et 
al., 1995) were kindly provided by Dr. KIaus Willecke, 
Institute für Genetik, Universitat Bonn, Germany. 

Testosterone Determination 

Steroidal compounds were extracted from homogenized 
gonadal tissue from 10-15 individual llÚce ofthe same age, 
with diethyl ether. After solvent evaporation to dryness, 
extracts were re suspended in PBS and testosterone was 
deternúned in duplicate aliquots by a liquid phase radioim­
munoassay (Sufi et al., 1986). Sensitivity of the assay was 
6.8 pglml with a coefficient of variation of 3.6%. Data anal­
ysis was performed using a fOUT parameter logistic transfor­
mation of the standard curve using the statistical package 
SigmaStat (Jandel Scientific, Sausalito, CA). 

RESULTS 
Specificity of Antibodies Against Cx43 

Two polyclonal rabbit antibodies, 71-0700 and F100, 
and a monoclonal antibody, MAB3068, directed against 
unique amino-acid sequences of Cx43 were used. Figure 1 
shows that by immunoblotting, antibody 71-0700 (A), 
MAB3068 (B) and antibody F100 (C) revealed bands of 
40-45 kDa, in total homogenates from heart, adult testis, 
and in HeLa cells transfected with Cx43, but not in HeLa 
cells transfected with Cx40 or with the expression vector 
alone. These bands correspond to nonphosphorylated (NP) 
and several phosphorylated (P) forms of Cx43 (Sáez et al., 
1997). The different banding patterns obtained with the 
various antibodies refiects the different degree of phos­
phorylation of Cx43 expressed in the studied cells and 
tissues. The specificity of antibodies to Cx43 was further 
studied by immunofluorescence (lF) in testicular sections 
at different ages. Figure 2 shows micrographs of sections 
from adult testis incubated with antibodies 71-0700 (A) 
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Fig. 2. Specificity of Cx43 labeling in testicular tissues. (A-O, F) 
Fluorescent micrographs of sections from adult mouse testes obtained 
after incubation with antibodies (A) 71-0700, and (B) F1 OO. With both anti 
Cx43 antibodies (see also Fig. 4) a similar pattern of labeling was found 
in the interstitial space (arrowhead) as well as in the tu bu le (arrow). No 

and FlOO (B). Both polyclonal antibodies gave a similar 
Cx43-labeling pattern in the interstitium as well as in the 
tubule. This distribution was also observed by staining 
with monoclonal antibody MAB3068 (Fig. 5). No labeling 
was detected in testicular sections incubated with the 
pre-immune serum FlOO (Fig. 2C) or with FITC-secondary 
antibodies alone (Fig 2D). Furthermore, the reactivity of 
antiserum FlOO was eliminated by adsorption with the 
antigenic peptide Cx43 (346-363) (Fig. 2E,F). None ofthe 
anti-Cx43 antibodies used in immunocytochemical studies 
labeled liver sections (not shown). 

Expression of 313-Hydroxy-5-Ene Steroid 
Dehydrogenaser-4 Isomerase (3I3HSD) During 
Postnatal Development Is Biphasic 

The enzymatic complex 3¡)HSD is an essential compo­
nent for the biosynthesis of all biologically active steroids, 
including androgens. In testicular sections of newborn 
animals, cells expressing 3¡)HSD were organized in round 
cell clumps (RCC) oflarge (> 10 cells), medium (4-10) and 
small size «4) at several intertubular are as (Fig. 3A). At 
3 days postpartum (dpp), the size and number of 3¡)HSD­
positive RCC decreased, particularly in the central part of 
the testis. In addition, elongated 3¡)HSD-positive cells 
were detected in some intertubular areas (Fig. 3B). These 
changes became more prominent at 7 dpp, when small cell 
clumps and mostly isolated elongated cells were found 
(Fig. 3C). By day 14, the number of intertubular areas 
that showed 3¡)HSD-positive cells increased (Fig. 3D). At 
21 dpp, small RCC were again detected at most intertu-

labeling was found in tissue sections incubated with (e) preimmune 
serum F100, (O) secondary antibody alone, or (F) antiserum F100 pre­
adsorbed with peptide Cx43 (346-363). E: Phase contrast micrograph of 
(F). Scale bar = 150 ¡J.m. 

bular areas (Fig. 3E). Thereafter the size of 3¡)HSD posi­
tive RCC increased progressively at 26 (Fig. 3F) and 28 
dpp (Fig. 3G), to reach a maximum at 35 (Fig. 3R) and 60 
dpp (Fig. 3I). Most 3¡)HSD-positive cells exhibited lipid 
droplets under phase contrast microscopy (Fig. 3). The 
intensity of staining in 3¡)HSD cell clumps from different 
intertubular areas was heterogeneous within the same 
section (Fig. 3). Usually, the larger the cell clumps the 
more lipid droplets and more intense the 3¡)HSD reaction. 
Slight differences in intensity of the reactions were also 
found between cells within the same cluster. Cells in the 
clump that were more strongly labeled also exhibited more 
lipid droplets (not shown). 

Biphasic Expression of Cx43 in the 
Interstitial Space Results From its Modulation 
in Leydig Cells 

At birth, Cx43 was always detected in small, medium 
and large RCC, localized in the interstitial space (Fig. 
4A,B, arrowheads). The size of Cx43-positive RCC and 
their spatial distribution were similar to that found for 
3¡)HSD-positive cells (see aboye). Round cel! aggregates of 
various sizes were unambiguously identified as LC in dou­
ble-Iabeled sections stained with antibodies to Cx43 and 
3¡)HSD. At birth, Cx43 IF-dots were found in the cyto­
plasm but mostly at cell membrane appositions (Fig. 5A). 
Interstitial cells surrounding 3¡)HSD-positive cells, very 
likely fibroblast and mesenchymal cells, were not labeled 
by Cx43 antibodies, whereas tubular cells were strongly 
labeled for Cx43 (Fig. 5A,C). From 3 dpp on, Cx43 labeling 



Fig.3. Biphasic expression of 3j3HSD during postnatal development. 
Fluorescent micrographs of testicular sections obtained with an anti­
body against 3j3HSD (Duponl el al. , 1993). A: After birth, large (> 10 
cells), medium (4-10 cells) small «4 cells) cell cluslers and isolated 
3j3HSD positive cells were frequently found. B: At 3 and (e) 7 dpp, the 
size of 3j3HSD-positive clumps progressively decreased whereas iso­
lated elongated cells became apparent. o: At 14 dpp 3j3HSD-posilive 

cell number slightly increased. E: From day 21 dpp, small 3j3HSD pos­
itive cell clumps were again detected in most intertubular areas. Size of 
cell clumps increased progressively at (F) 26 and (G) 28 days reaching its 
maximum al (H) 35 dpp, and (1) 60 dpp. Notice that wilhin the same 
section, the intensity of staining varied between the different intertubular 
areas; usually the larger the cell clump, the more intense the 3J3HSD 
reaction was. Scale bar = 300 fLm. 
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Figure 4. 



BIPHASIC EXPRESSION OF CX43 IN LEYDIG CELLS 19 

Figure 4. 



20 BRAVO-MORENO ET AL. 

Fig. 5. Fluctuation in interstitial Cx43 results from its expression in 
Leydig cells. Digitized images obtained from testicular sections double­
labeled with monoclonal antibody against Cx43 MAB3680 (red) and with 
antibodies against 3¡3HSD (Mason et al. , 1993) (green). A: At birth , Cx43 
labeling was localized mostly in cell membrane appositions in 3¡3HSD­
positive cell clumps. Other interstitial cells surrounding 3¡3HSD positive 

in the interstitium decreased progressively. Cx43 IF-dots 
were abundant in sorne cells, but absent in others from the 
same aggregate (not shown). At day 7, Cx43 was not found 

Fig. 4 (overleaf.) Biphasic expression of Cx43 in the interstitial space 
during postnatal development. Phase contrast (A, C, E, G, 1, K, M, O) and 
fluorescent (B, D, F, H, J, L, N, P) micrographs of testicular sections 
obtained after incubation with anti-Cx43 antibodies 71-0700. Intersti­
tium. A,B: At birth, abundant Cx43 IF-Iabeling was found in interstitial 
round cell clumps that showed lipid droplets at phase contrast (arrow­
heads). At 7 (C,O) and 14 dpp (E,F), Cx43 decreased and most intertu­
bular areas were not labeled (see al so Fig. 5). From day 21 (G,H) size of 
RCC (arrowheads) and Cx43 labeling increased progressively al 26 (I,J) 
and 28 dpp (K,L), reaching ils maximum al 35 (M,N) and 60 dpp (O,P). 
Tubule. A,B: Al birth, Cx43 labeling was inlense in the periphery and 
reduced in the center of Ihe seminiferous cords (SC). C,O: Al 7 dpp, 
strong Cx43 reaclion was found mainly in Ihe cenler of Ihe SC. E,F: Al 
14 dpp, SC were heterogeneously labeled. Three main patterns of Cx43 
labeling were found (T1 , T2 and T3), classified according to localizalion 
of their strongest Cx43 reaclion. See Figure 7 for delailed description of 
Ihese differenl Cx43 labeling patterns. G-P: From Ihe 21 st dpp onwards, 
Cx43 IF-dots were found al the luminal compartment. In addilion, more 
delinealed labeling was found in the basal Ihird of the lubule, within the 
area of the junclional complex localization. Al this lasl localizalion. 
inlensily and dislance of Cx43 reaclion wilh respect to the limiting 
border varied between lubules of Ihe same section. Scale bar = 150 fl.m. 

clumps, probably fibroblasts. were not labeled. B,C: At 7 and 14 dpp, 
size of 3¡3HSD-positive cell clumps decreased and Cx43 labeling was 
reduced. O: In adult testicular sections abundant Cx43 labeling was 
again detected mainly at cell membrane appositions between 3¡3HSD­
positive cells. Tubules (T) are strongly labeled with antibodies to Cx43 
but nol wilh anti-3¡3HSD. Scale bar = 35 fl.m. 

in most intertubular areas (Fig. 4C,D) and remained neg­
ative by 14 dpp (Fig. 4E,F). Double-labeling experiments 
showed that in addition to reduction in size of 3(3HSD­
positive cel! clumps there was an important de crease in 
Cx43 expression at both ages (Fig. 5B,C). From day 21, 
interstitial Cx43-IF labeling again increased. Punctate IF 
dots were found at several intertubular areas (Fig. 4G,H 
arrowheads). The size of cell clumps positive for Cx43 
continued to increase at 26 (Fig. 4I,J, arrowheads) and 28 
dpp (Fig. 4K,L, arrowheads) to reach a maximum at 35 
(Fig. 4M,N) and 60 dpp (Fig. 40,P). In the adult animal, 
Cx43-IF-dots were localized mainly at cell membrane ap­
positions (Fig. 5D). As the RCC size increased, lipid drop­
lets and Cx43-IF dots were more abundant. 

Developmental Changes in Intratesticular 
Testosterone Concentration 

Figure 6 shows that intratesticular testosterone content 
also changed in a biphasic manner during postnatal de­
velopment. The testicular testosterone content showed a 
marked reduction from 14 through 21 dpp when compared 
with newborn animals. At birth, the mean concentration 
of testosterone was 108 pg/mg of protein. This concentra­
tion subsequently decreased to 42 pg/mg of protein at 7 
dpp and fell sharply to 3.7 and 4.2 pg/mg of protein at 14 
and 21 dpp, respectively. From day 25 (20.1 pg/mg) on-
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Fig. 6. Biphasic Iluctuation in intratesticular testosterone content 
during postnatal development. Testosterone content was measured by 
liquid phase radioimmunoassay alter diethyl ether extraction 01 the 
homogenized tissue. Each value represents the mean and SE 01 testos­
terane levels in testes Irom 10-15 individual animals. Testosterone 
values in pg/mg 01 pratein are 108.7 :!: 16.3 al birth, 42.6 :!: 17.4 at 7 
dpp, 3.7 :!: 0.5 al 14 dpp, 4.3 :!: 0.9 al 21 dpp, 20.2 :!: 5 al 25 dpp, 26.3 :!: 

9 at 26 dpp, 29.1 :!: 10 at 28 dpp. 78.9 :!: 18 al 35 dpp and 301.5 :!: 102 
at 60 dpp. Samples corresponding to 14, 21, 25, and 26 dpp are 
signilicanlly lower when compared wilh lhose lram O, 35 and 60 dpp 
(P < 0.05 Kruskal-Wallis one-way ANOVA). 

wards an increase in testosterone content was detected 
that became prominent at 35 (78.8 pg/rng) and 60 dpp 
(301.5 pg/mg). The testosterone content of samples col­
lected on days 14,21, 25, 26, was statisticaUy significantly 
different from that at O, 28, 35 and 60 dpp. 

Connexin 43 Is Expressed in Cells of the 
Seminiferous Cords at Birth and Is Modulated 
During the Neonatal and Prepuberal Period 

The seminiferous cord (SC) is formed by Sertoli and 
germinal ceUs. Mouse germ cell nuclear antigen, GNCA1, 
a common marker of the germ cell lineage, is known to be 
abundant in nuclei ofprespermatogonia (gonocytes), sper­
matogonia and early spermatocytes (Enders and May, 
1994). In mouse, spermatogenesis starts a few hours after 
birth (Vergoween et. al., 1993). We show that Cx43 is 
prominently expressed in SC cells from newborn mouse. 
Labeling of SC in the same section was homogeneous (Fig. 
4A,B). In double-Iabeled sections Sertoli cells, identified 
by their positive staining with anti-Mullerian inhibitory 
hormone antibody, were found at the periphery of the SC 
(Fig. 7A). Abundant Cx43-IF dots were localized at cell 
membrane appositions between adjacent Sertoli cells as 
well as in their cytoplasmic projections that surround 
central gonocytes (Fig. 7A arrowhead). Gonocytes, identi­
fied with antibodies against GCNA1, were localized in the 
center of the SC (Fig. 7B, arrowhead). Between gonocytes 
Cx43 IF-dots were frequently found. Cx43 at this localiza­
tion may result from its expression between gonocytes or 
between gonocytes and Sertoli celIs. 

During the first week oflife, gonocytes migrate from the 
center to the periphery ofthe SC. At this latter region they 

proliferate (Vergoween et al., 1991) and by the end of the 
week most of them have differentiated to spennatogonia 
(Nebel et al., 1961). Sertoli cells continue their prolifera­
tion and change from a round to a droplet shape eVergo­
ween et al., 1991). Here we found that associated with 
these events, expression of Cx43 changed in SC celIs. In 
double-Iabeled sections at 3 dpp, Cx43 increased in the 
center of the SC, localized in Sertoli cells that were not 
labeled with the anti-GCNA1 antibody (Fig. 7C). In the 
periphery, Cx43 was localized at cell borders between 
Sertoli cells and GCNA1-positive cells (Fig. 7C, arrow­
head). At 7 dpp, Cx43 reactivity remained intense in the 
center of the SC and became almost undetectable at the 
periphery (Fig. 4C,D). In this latter region abundant and 
closely packed GCNA1-positive cells were found (Fig. 7D). 
Between adjacent GNCA1-positive cells, Cx43-IF labeling 
was localized occasionaUy (Fig. 7D arrow, and insert). In 
contrast, Cx43 IF-dots were frequently found between the 
luminal pole of GCNA1- positive cells and centrally local­
ized Sertoli cell membranes (Fig. 7D arrowhead). 

By 14 dpp, Sertoli cells stop proliferating and have differ­
entiated to a polarized epithelium (Vergoween et al., 1991). 
Spennatogonia cells have differentiated up to their 
pachytene spennatocyte stage (Enders and May, 1994; 
Nebel et al., 1961). At this age, Cx43 expression changed 
again; labeling of SC was markedly heterogeneous (Fig. 
4E,F). Three different pattems of Cx43 expression in the SC 
were found. In type one (TI), intense Cx43-lF labeling was 
localized in the center of the SC, and GNCA1-positive cells 
were localized in the periphery (Figs. 7E; 4E,F). In type two 
(T2), intense Cx43 reaction was localized in the middle ofthe 
SC, and GCNA1-positive cells were found in the center and 
at the periphery (Figs. 7E; 4E,F). In type three (T3), intense 
but more delineated Cx43-IF labeling was localized toward 
the basal region, and ablmdant GCNA1-positive cells were 
found in the center ofthe SC. In type II and type III SC, tiny 
Cx43 lF dots were also found between GCNA1-positive cells 
localized at the center (Fig. 7E; 4E,F). In the three different 
pattems ofCx43 expression in the SC, labeling was found at 
cell borders between negative and GNCA1 positive cells (Fig. 
7, arrowheads). 

From 21 dpp onwards, afier the fonnation of the blood 
testis barrier, abundant delineated Cx43 was found at the 
basal third of Sertoli cells, within the area of localization of 
the junctional complex (Fig. 4G,H). From this time on, Cx43 
intensity and distance toward the limiting border of the 
tubule varied between tubules from the same section (Fig. 
4G-P). In the luminal compartment small Cx43 punctate 
staining was also found (Fig. 4G-P). Observations at these 
last dates are consistent with previous reports (Batias et al., 
2000; Pelletier, 1996; Risley et al., 1992; Steger et al., 1999). 

DISCUSSION 

In these studies we have demonstrated that Cx43 ex­
pression in LC from mouse testis is regulated in an age­
and functional-dependent manner from birth to adult life. 
In addition, it is clearly documented that Cx43 is ex­
pressed in Sertoli cells at birth and that it is al so modu­
lated during the neonatal and prepubertal periodo Evi­
dence suggesting that Cx43 fonns gap junctions between 
Sertoli and germinal cells before and at the time of initi­
ation of spermatogenesis is also provided. 

Immunoftuorescent staining of testis truly reftects ex­
pression of Cx43 because antibodies used for its detection 
were found to be highly specific. This was demonstrated 
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Fig. 7. Cx43 is expressed between adjacent Sertoli and between 
Sertoli and germinal cells at early postnatal development. Digitized im­
ages obtained Irom testicular sections double-Iabeled with monoclonal 
antibodies MAB3068 against Cx43 (red) and monoclonal antibodies to 
germinal nuclear cell antigen, GNCA1 (blue) or polyclonal antibody 
against Mullerian inhibitory hormone (MIH, green). A: At birth, Cx43-IF 
dots (red) were lound in cell membrane appositions at the lateral borders 
01 peripheral MIH-positive (Sertoli cells) as well as in their cytoplasmic 
projections (intense green) that surround central gonocytes (arrowhead). 
B: At birth, gonocyte cells were identilied with antibodies against germ 
cell nuclear antigen (GCNA1). Cx43 IF-dots were Irequently lound be­
tween them (arrowhead). Cx43 localization shown in A and B indicates 
the presence 01 Cx43-gap junctions between cytoplasmic Sertoli cell 
projections and gonocytes. C: At 3 dpp, Cx43 increased in the center 01 
the SC, and sorne GCNA1 cells were localized in the periphery. D: Al 7 

by: a) similar labeling pattern in the interstitium and in 
the tubule at various developmental ages using three dif­
ferent antibodies directed against unique sequences of 
Cx43; b) polyclonal antibodies FlOO and 71-0700 and 
monoclonal MAB3068 reacted with bands of 40-45 kDa in 
immunoblots of heart, adult testis and Cx43-transfected 
HeLa cells, but not in Cx40-transfectants. These bands 
correspond to phosphorylated and unphosphorylated 
forms of Cx43 (Sáez et al; 1997); c) no labeling was de­
tected in liver sections with these antibodies; d) labeling of 
LC and tubular cells by antiserum FlOO was eliminated 
by prior absorption with the immunogenic peptide; e) the 

dpp, Cx43 was intense in the center 01 the SC. At the periphery, abun­
dant and closely packed GNCA 1-positive cells were lound. Between 
them, Cx43 IF-dots were lound inlrequenlly (arrow). A higher magnilica­
tion 01 this area is shown in the inserto E: At 14 dpp three different 
patterns 01 Cx43 expression in the SC were lound. In type one (T1), 
intense Cx43-IF labeling was localized in the center 01 the SC- and 
GNCA 1-positive cells were localized in the periphery. In type two (T2), 
intense Cx43 reaction was localized in the middle 01 the SC, and 
GCNA 1-positive cells were lound in the center and at the periphery. In 
type three (T3), intense but more delineated Cx43-IF labeling was local­
ized toward the basal region 01 the SC and abundant GCNA 1-positive 
cells were lound in the center. In the three different patterns 01 SC-Cx43 
labeling, Cx43 was lound at cell borders between GNCA 1-negative and 
GNCA 1-positive cells (arrowheads). See also Figure 4F lar lower scale 
micrographs 01 this developmental age. Scale bar = 30 I'-m. 

pattern of Cx43 expression shown here by IF in adult 
animals is similar to that previously reported by others 
(see Introduction); and D our description ofthe expression 
of Cx43 in Leydig, Sertoli and germinal cells in adult 
mouse testis is consistent with the recent localization of 
Cx43 gene transcript in these cell types by in situ RNA 
hybridization (Batias et al. 2000). 

Biphasic fluctuation in interstitial Cx43 results from 
changes in Cx43 expression in LC beca use it was found to 
be temporally correlated with 3f3HSD expression and in­
tratesticular testosterone content along all postnatal de­
velopment. Moreover, Cx43 was unambiguously localized 
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in 3¡3HSD-positive cells by double labeling but not in other 
interstitial cell types that surround them. Luteinizing 
hormone may be the physiological trigger signal that con­
trols Cx43 expression in LC during postnatal develop­
ment. This possibility is suggested by the temporal corre­
lation between fluctuations in testosterone content, 
3¡3HSD and Cx43 expression found here, with the known 
biphasic changes in mouse LH serum levels during post­
natal development (Berkowitz et al., 1979; Ogasawara et 
al., 1984). It is also suggested by the previously described 
modulation of intercellular communication and Cx43 ex­
pression induced by LH in cultured adult mouse Leydig 
cells (Pérez-Armendariz et al., 1996). 

Results presented here suggest that express ion of Cx43 
may be participating in developmental processes required 
for adequate control of testosterone production and secre­
tion. This is supported by the correlation between fluctu­
ations in intratesticular testosterone content and Cx43 
and 3¡3HSD express ion and by the finding that modulation 
in Cx43 expression is an early event in Leydig cell devel­
opmental changes. Downregulation during neonatal and 
prepubertal Jife was found to occur in parallel with a 
decrease in 3¡3HSD expression, and Cx43 upregulation 
observed during puberty preceded both the main increase 
in 3¡3HSD-positive cells and testosterone release. One pos­
sible mechanism by which gap junctions may enhance 
testosterone release is by transfer of cAMP (Murray and 
Fletcher, 1984; Tsien and Weingart, 1974), induced by LH 
in some cells to LC expressing none or low numbers of LH 
receptor or steroidogenic enzymes levels. Transfer of 
cAMP may amplify the transcription of cAMP-dependent 
steroidogenic enzymes (Payne and Youngblood, 1995) as 
well as synchronize testosterone release between cells of 
the aggregate. Directed target disruption of Cx43 gene 
results in mi ce that die early after birth from heart failure 
(Reaume et al., 1995). Interestingly, knock-in mice in 
which the Cx40- or Cx32-coding region was substituted for 
Cx43 survive to adulthood but show failed spermatogen­
esis (Plum et al., 2000). Whether alterations in testoster­
one levels at this developmental stage contribute to the 
failure of differentiation of germinal cells in these mi ce 
remains to be determined. 

This study provides evidence for the first time that in 
the seminiferous cord Cx43 is expressed between Sertoli 
and germinal cells before and during the first wave of 
spermatogenesis. Its expression in this site is indicated by 
Cx43-IF dots found in Sertoli cell cytoplasmic projections 
that surround germinal cells, as well as in cell borders 
between Sertoli and germinal cells at O, 3, 7 and 14 days 
of age. It is also indicated by the occasional detection of 
Cx43 between adjacent GCNA1-positive cells. Thus, ho­
motypic, heterotypic or heteromeric channels containing 
Cx43 (Bukauskas et al., 1995; Elenes et al., 1999; Elfgang 
et al., 1995, Oh et al., 1999) may communicate between 
these cell types. Cx43-mediated heterocellular contacts 
between Sertoli and germinal cells is consistent with re­
cent findings of Cx43 gene transcript in germinal and 
Sertoli cells by in situ hybridization (Batías et al., 2000). It 
is also consistent with the description of dye transfer 
(Batias et al., 2000; Orth and Boehm, 1990) and gap junc­
tions (Byers and Pelletier, 1991; McGinley et al., 1979) 
between Sertoli and germinal cells, and between adjacent 
germinal cells (Pelletier and Byers, 1992). Further studies 
using electron microscopic techniques will confirm 
whether Cx43-mediated heterocellular contacts exist be­
tween SC cells. Recently, failed maturation of remaining 

germinal cells has been found in knock-in Cx40 and Cx32 
mice (Plum et al., 2000). Loss of Cx43 gap junctions be­
tween Sertoli and germinal cells may be a possible expla­
nation for this. 

Data presented here clearly show that Cx43 in Sertoli 
cells is expressed at birth and is modulated during the 
neonatal and prepuberal periodo Gap junctions between 
neonatal Sertoli cells have also been documented (Nagano 
and Suzuki, 1976). Change of Cx43 spatial distribution in 
Sertoli cells from their apical region (3 dpp) to their basal 
domain (14 dpp) is correlated with the differentiation from 
a nonpolarized to a polarized epithelium (Vergoween et 
al., 1991). By the end ofthe second week post partum, the 
lumen of the tubule is formed (Flickinger, 1967) and gap 
junctions (Gilula et al., 1976; Nagano and Suzuki, 1976) 
and tight-junction protein ZO-l (Byers et al., 1991) distri­
bution changes from the apical to the basal pole of Sertoli 
cells. More recently, direct interaction (Giepmans and 
Moolenaar, 1998) and co-localization of tbe tight junction 
protein ZO-l with Cx43 has been documented (Batias et 
al., 1999). Thus, it is Jikely that the heterogenous distribu­
tion ofCx43 between SC detected here at 14 dpp may reflect 
a redistribution of tbis connexin in Sertoli cells during the 
maturation of the junctional complex and formation of the 
hematotesticular barrier. These changes occur in parallel 
with the maturation and migration of germinal cells witbin 
the SC that may represent the first wave of spermatogene­
sis. Because Cx43 heterocellular contacts exist throughout 
early development, the possibility is raised that direct trans­
fer of molecules from germinal to Sertoli cells mediated by 
tbis connexin may contribute to the regulation of Cx43 dis­
tribution at these stages in Sertoli cells. 
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DISCUSIÓN 

En los estudios incluidos en la presente tesis, hemos demostrado por primera vez que la Cx43 se· 

expresa en la gónada indiferenciada en el testículo fetal y en el testículo neonatal y prepuberal. ~ambién 

demostramos que la Cx43 forma uniones intercelulares homocelulares entre las células intersticiales de 

Leydig y entre las parenquimatosas de Sertoli, así como uniones heterocelulares entre las células de 

Sertoli y las células germinales durante la vida fetal, neonatal y prepuberal. También demostramos que la 

expresión de la Cx43 en las células de Leydig y de Sertoli se modula in vivo en una forma que depende de 

la edad durante los periodos neonatal y prepuberal. Los resultados de esta tesis dan información original 

relevante sobre la expresión de la Cx43 durante el desarrollo embrionario y prepuberal. Estos hallazgos 

permiten ampliar nuestra comprensión sobre los posibles mecanismos mediante los cuales la perdida de la 

Cx43 induce infertilidad. También se proveen evidencias experimentales consistentes con la hipótesis de 

que la Cx43 participa en el control de la esteroidogénesis. 

Especificidad de la detección de la Cx43 en el testículo durante las diferentes etapas de su desarrollo 

Concluimos que la tinción inmunofluorescente de los cortes de testículo refleja la expresión de la Cx43 

durante la ontogenia del ratón con base en las siguientes evidencias aquí presentadas: a) Se observó un 

patrón similar de la marca en el intersticio y en el túbulo en las diferentes edades del desarrollo usando 

tres diferentes anticuerpos dirigidos contra secuencias específicas de la Cx43, de acuerdo a una búsqueda 

realizada en la base de datos de secuencias BLAST; b) El anticuerpo policlonal F 199 generado en el 

laboratorio de la Dra. Pérez Annendariz, el anticuerpo policlonal 71-0700 y el anticuerpo monoclonal 

MAB3068, detectan bandas de 40-45 kDa en preparaciones de inmunoblots de homogenados totales de 

testículo adulto y de corazón, así como en los de células HeLa transfectadas con la Cx43, éstos dos 

últimos utilizados como controles positivos. Estos anticuerpos no detectaron estas bandas en los 

homogenados totales de células HeLa transfectadas con la Cx40, ni en homogenados de 4igado que fueron 

utilizados como controles negativos. Las bandas de 40 y 45 kDa detectan la Cx4~~~n su forma no 

fosforilada y fosforilada (Moreno et al., 1994), c) la marca encontrada en las células testiculares aquí 

mostrada con el anticuerpo Cx43-FI00, fue eliminada cuando las secciones fueron preincubadas 

conjuntamente con el péptído inmunogénico, d) El patrón de expresión de la Cx43 ene~ Jestí~I.{U~·.9}llto 

aquí mostrado por imunofluorescencia, es similar al previamente reportado por qtr9s au.tQre.sAver 

introducción); y e) La expresión de la Cx43 en las células de Leydig, células de Sertoli y'c~lulas 

germinales en el testículo de ratón adulto, es consistente con la reciente localización del transcripto de la 

Cx43 en estos tipos celulares por hibridación del RNAm in situ (Batías et al., 2000). 
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Especificidad en la detección de la enzima 3p-HSD 

En el presente trabajo se utilizaron dos anticuerpos policlonales dirigidos contra la 3~-HSD producidos 

en diferentes laboratorios de investigación (Mason et al., 1997; Luu-The, et al., 1989). La localización de 

esta enzima en el espacio intersticial y su cambio durante el desarrollo encontradas con ambos anticuerpos, 

fueron similares tanto en la vida fetal como postnatal. Estos anticuerpos reconocen por inmunoblot 

bandas de 40-46 kDa, su secuencia de cDNA se encuentra entre los 1.37 y 1.7 Kb (Mason et al., 1997; 

Luu-The, et al., 1989). En el testículo adulto, se ha detectado para esta enzima un peso molecular de 42 

kDa por estudios de inmunoblots (Baine et al., 1991; Luu-The et al., 1989). La enzima 3~-HSD es un 

componente esencial para la biosíntesis de todas los esteroides activos incluyendo los andrógenos. 

Diferentes isoformas de la enzima 3~-HSD han sido identificadas en el testículo del ratón (Keeney et al. , 

1993). Los testículos neonatales solamente expresan la isoforma tipo 1, mientras que el testículo en el 

adulto expresa las isoformas tipo 1 y tipo IV (Baker et al. , 1999). El hecho de que los dos anticuerpos 

policlónales utilizados inmuno-tiñeron tanto las células de Leydig fetales como postnatales, indica que 

reconocen ambas isoformas de la 3~-HSD. 

Especificidad de la unión de los anticuerpos contra la hormona inhibidora muleriana y el antigeno 

germinal nuclear 

Los anticuerpos utilizados en la presente tesis contra la hormona inhibidora Muleriana (MIH), y el 

anticuerpo germinal nuclear, fueron generados y han sido ampliamente caracterizado por la Dra. Nathalie 

Josso, y por el Dr. George C. Enders, respectivamente. El anticuerpo contra la MIH, reconoce bandas de 

140 a 200 kDa que corresponden a los pesos moleculares identificados en esta hormona (Picard y Josso, 

1976). El anticuerpo contra el antígeno nuclear (GNCA1), se generó por la técnica d~ _hibridomas y _se 

sabe que reconoce a las células germinales fetales y diferenciadas en el testículo adult9 hasta la etapa de 

diploteno (Enders y May Il, 1994). 

La Cx43 se expresa desde las etapas más tempranas del desarrollo gonadal. 

Como se mencionó, existen evidencias por microscopia electrónica de imágenes consistentes con la 

existencia de uniones comunicantes en la gónada indiferenciada (Just et al. , 1981), no obstante, a la fecha 

se ignoraba completamente su identidad molecular. Nuestros resultados permiten proponer que la Cx43 es 

uno de sus componentes moleculares ya que en el presente estudio localizamos la Cx43 en zonas de 

aposición membranal en la gónada indiferenciada al día 11.5 dpc. Esta se localizo entre las membranas de 

las células precursoras somáticas así como entre éstas y las germinales (GNCAl positivas), formando 

pequeñas placas, semejantes a las detectadas por inmunofluorescencia en las uniones co~unicantes 

descritas en otros tejidos. , __ , __ 
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La conexina 43 se expresa entre las células de Leydig y su expresión tiene un patrón que se modula 

con la edad durante el desarrollo fetal. 

Las uniones comunicantes se han descrito en el testículo embrionario (Nagano and Suzuky, 1976). No 

obstante se ignoraba su composición molecular. En el presente trabajo mostramos también por primera 

vez que las Cx43 se expresan en las células del intersticio del testículo fetal. Demostramos que de las 

células intersticiales, la Cx43 se expresa en las células de Leydig. En esta tesis demostramos que la Cx43 

se expresa en estas células desde los estadios más tempranos de su diferenciación a testículo, esto es, al 

día 12.5 postcoitum. Más aún, demostramos que la expresión de la Cx43 en el intersticio se incrementa 

durante la vida embrionaria, y que este aumento resulta de su mayor expresión en las células de Leydig 

con base a las siguientes evidencias: a) La expresión de la Cx43 se localiza espacial y temporalmente 

correlacionada con un incremento en la marca de la 3~-HSD detectada en secciones paralelas a los 12, 14, 

16, 18 dpc. b) La Cx43 fue indudablemente localizada en células 3~-HSD-positivas en secciones de 

testículo procesadas por doble marcaje en todas las edades fetales estudiadas. c) La marca fluorescente 

para la Cx43 no fue detectada en otras células intersticiales que rodean a las células 3~-HSD positivas. No 

obstante, el hecho de que la marca de la Cx43 se detecta en los bordes entre células 3~-HSD-positivas y 

3~-HSD negativas, sugiere que las células de Leydig puedan formar uniones homoméricas o heteroméricas con 

células mesenquimatosas y las precursoras de las células de Leydig. También encontramos que el 

incremento en el número de células de Leydig y en la expresión relativa de la Cx43 en estas células con la 

edad, se correlaciona con el contenido de testosterona durante la vida fetal descrito previamente por 

O 'Shaughnessy et al., (1998). Esta correlación sugiere que la Cx43 pueda estar modulando el desarrollo 

de este tipo celular. Dado que en el ratón no se ha descrito la expresión del receptor a la LH en la etapa 

temprana del desarrollo fetal (ver introducción), es posible que otros factores puedan estar participando en 

su regulación.No obstante, dado que a partir del día 16 dpc, ya se detectan tanto el receptor a la LH, así 

como la LH intrapituitaria y sérica, es posible que el máximo de la expresión de esta conexina detectado al 

final de la vida fetal , también esté siendo modulado por la LH. 

Expresión de la Cx43 en las células de Leydig durante el periodo postnatal. 

Durante la vida postnatal también demostramos que la Cx43 intersticial resulta principalm~nte de. su 

expresión en las células de Leydig, así como el que su expresión se modula en una form~.que depende .de 

la edad y del estado funcional celular. Esto se concluye con base a las siguientes observaciones que se 

presentan en esta tesis: a) A que en el espacio intersticial a todas las edades de desarrollo postnatal se 

encontró en las células 3p-HSD positivas y no en otras del espacio intersiticial utilizando estudios de 

doble marcaje en los periodo neonatal y prepuberal, pub eral y adulto. b) A que se incrementó la densidad 
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de puntos imunofluorescentes durante el desarrollo postnatal, c) a que documentamos que existe una 

correlación en la expresión de la Cx43 con el número de células 3p-HSD positivas y los niveles de 

testosterona intratesticular a los O, 7, 14,21,28,35 Y 60 días postnata1es. 

Se ha documentado que la LH y hCG in vUro, además de incrementar la secreción de testosterona, 

incrementa la expresión de la Cx43 y la comunicación intercelular en las células de Leydig (Pérez 

Armendariz et al., 1996). También el que la LH tiene una curva bifásica durante el desarrollo postnatal 

(Berkowitz et al., 1979; Ogasawara et al., 1984). El curso temporal bifásico en la expresión de la Cx43, la 

3p-HSD y la testosterona durante el desarrollo postnatal que se describe en esta tesis, también están 

correlacionados con el curso bifásico de la concentración de LH sérica. De ahí que nuestros resultados nos 

permiten proponer la hipótesis de que in vivo la LH puede ser la señal que regule la modulación de la 

Cx43 durante el desarrollo postnatal (Bravo Moreno et al., 2001). 

Un posible mecanismo por el cual las uniones comunicantes pueden incrementar la liberación de 

testosterona, podría darse por la transferencia intercelular del AMPc (ver sección 6.5), inducida por la 

activación del receptor a LH en algunas células de Leydig de un conglomerado de células heterogeneas, 

hacia otros del mismo conglomerado que no expresan receptores a LH o tienen un número de estos muy 

bajo (ver seccion 7.2). De esta forma la señal requerida para la secreción de testosterona sería recibida por 

una número mayor de células del agregado. 

Vale la pena subrayar que el hecho de que la expresión de la Cx43 ocurra correlacionada con el 

contenido intratesticular de testosterona a todo lo largo de la vida fetal como postnatal, apoya la hipótesis 

de que esta conexina puede estar jugando un papel en el control de la esteroidogénesis. En contra de este 

argumento se encuentra el resultado de que los niveles de secreción de testosterona inducidos por LH no 

fueron diferentes entre testículos fetales de animales Cx43-KO y silvestres cua!l<Jo estos fueron 

transplantados a un animal huésped por 21 días (ver arriba). No obstante, como ya se mencionó, a los 21 

. días de vida postnatal se encuentran los niveles mínimos de expresión de esta conexina y del receptor a la 

LH. De ahí que este resultado negativo no invalída la hipótesis de que la Cx43 puede regular la secreción 

de testosterona. 

Detección de la Cx43 en las células de los cordones seminíferos del periodo fetal. 

Existen evidencias previas que indican que la Cx43 juega un papel critico para el desarrollo 

embrionario de las células germinales (ver introducción). No obstante, los mecanismos celulares 

responsables de su participación en este aspecto se desconocen. Los siguientes resultados, obtenidos en el 

desarrollo de la primer parte de esta tesis representan información relevante para la elucidación de estos 

posibles mecanismos, ya que describimos por primera vez que: (1) En la gónada indiferencia da al día 

11.5 dpc, existen contactos heterocelulares mediados por la Cx43 entre las células germina.1es pre.~unoras, 
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identificadas con el anticuerpo GCNA1, y las precursoras de las células somáticas, presumiblemente, las 

células pre- Sértoli; (2) Después de la diferenciación sexual gonadal, hay contactos mediados por la Cx43 

entre las células germinales y las células de Sertoli, los cuales se mantienen a través de la vida · 

embrionaria, y (3) En el cordón, la Cx43 se expresa entre las células de Sertoli desde el inicio de su 

diferenciación celular, 4) En los intersticios, la Cx43 se expresa entre las células de Leydig desde su 

diferenciación celular y 5) En las células de Sertoli como de Leydig, la expresión de la Cx43 se modula 

durante la vida fetal. 

Las células de Sertoli comienzan a proliferar al día 14.5 dpc alcanzando su máxima proliferación entre 

el día 16.5 y el 18.5dpc, al final de la vida embrionaria (Vergoween et al. , 1991). El presente estudio 

muestra que, temporalmente correlacionado con estos cambios, hay un incremento en la densidad del 

punteado fluorescente de la Cx43 en las células de Sertoli. Estos datos sugieren el que la expresión de la 

Cx43 se modula en estas células durante el desarrollo. Los cambios en los niveles de la Cx43 en las 

células de Sertoli durante la vida fetal , pueden resultar de su mayor aposición celular y pueden tener un 

efecto en la producción o liberación de los productos secretorios. El incremento en las placas de unión 

comunicante durante el desarrollo ha sido descrito en células epiteliales de otros tejidos (Pérez­

Armendariz et al., 1995; Pitelka et al., 1973; Yamamoto and Kataoka, 1988). 

En cuanto a las células germinales, se sabe por estudios previos en el testículo de ratón, que éstas se 

localizan después del día 14.5 dpc en el centro de los cordones seminíferos (Vergoween et al. , 1991) y que 

las células de Sertoli localizadas en la periferia extienden sus procesos citoplasmáticos para establecer 

contactos con las células germinales (McGinley and Posalakay, 1986). El hallazgo presentado en esta tesis 

de que en el centro de los cordones seminíferos encontramos la marca inmunofluorescente de la Cx43 en 

proyecciones membranales de células MIH positivas rodeando a células MIH negativas con núcleos 

grandes y nucleolo prominente que son característicos de las células germinales, indica la existencia de 

contactos heterocelulares mediados por la C43 entre las células de Sertoli y las células germinales. Su 

existencia entre estos tipos celulares está sustentada por la identificación de la marca de la Cx43 en las 

zonas de aposición entre las células GCNAl y las células MIH en todas las edades embrionarias. Por otra 

parte, debido a que en los cordones seminíferos únicamente se localizan las células deS_ertoli y las células 

germinales, es posible proponer que hay canales homoméricos o heteroméricos fOfIl!ados pQr la C_x43 

entre estos tipos celulares. No obstante, para demostrar este punto se requiere de estudios de microscopia 

electrónica. 

Las células germinales primordiales se detectan primeramente a los 7-8 dpc en . ratón, como . una 

población de células identificadas por la reacción de la fosfatasa alcalina en tejidos embrionarios cercanos 

a la base del alantoides (Enders and May, 1994; Richards et al., 1999). Estas migran a través del 

mesenterio dorsal hasta la cresta genital. Durante su migración proliferan (Gomperts et al., 1994) 
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alcanzando la gónada al día II.5dpc. En el macho, las células genninales primordiales continúan su 

proliferación dentro de la gónada, hasta el día 16.5 dpc, día en el cual se vuelven mitóticamente 

aquiescentes hasta poco después del nacimiento cuando reasumen la mitosis (Vergoween et al., 1991 ) .. 

Paralelo a la proliferación, durante el primer día de la vida embrionaria, las células genninales están 

sometidas a la muerte celular programada (Rucker et al., 2000). En otros sistemas celulares, hay evidencia 

de que la Cx43 puede participar en la regulación de la migración (Asthon et al., 1999; Banerman et al., 

2000; Huang et al., 1998; Mc Donough et al., 1999) la mitosis y la apoptosis (Andrade-Rozental et al., 

2000; Kanemetsu et al., 1998; Wilson et al., 2000; Xie et al., 1997). 

Los ratones deficientes en la expresión de la Cx43, muestran una disminución significativa en el 

número de las células genninales a través de la vida embrionaria. La Cx43 puede ser localizada desde la 

muy temprana edad de 11.5 dpc (Juneja et al., 1999). Esta situación pennitió a estos investigadores el 

proponer que la Cx43 posiblemente puede inducir alteraciones en la migración de los precursores de las 

células genninales. Los hallazgos presentados en esta tesis en cuanto a la identificación de contactos de la 

Cx43 homocelulares entre las células de Leydig y entre las células de Sertoli, así como también de 

contactos heterocelulares de la Cx43 entre las células germinales y las células de Sertoli. desde los 

estadios más tempranos de la vida embrionaria, así como a todo lo largo del desarrollo fetal, nos permiten 

proponer la hipótesis de que la Cx43 puede también participar en el control del desarrollo de la población 

de células germinales dentro de la gónada. 

Localización de la Cx43 en los túbulos seminíferos del periodo postnatal. 

Durante el periodo neonatal y prepuberal se reinicia la mitosis de las células germina!e~ y se ~a inicio a 

la espermatogénesis. La existencia de las uniones comunicantes entre las células de Sertoli neonatales del 

ratón ha sido documentada (Na gano and Suzuki, 1976). No obstante, nuevamente s~ descop.ocía su 

identidad molecular. Los resultados de la presente tesis nos penniten demostrar que uno de estos 

componentes es la Cx43. El presente estudio provee evidencia por vez primera de que la Cx43 se expresa 

en las células de Sertoli del ratón recién nacido. También el que esta conexina se expresa y se modula en 

estas células durante la etapa prepuberal y durante la primera onda de espermatogenesis. Su expresión en 

este sitio durante los primeros días de vida post natal (0-3 dpp) fue documentada por estudios de doble 

marcaje en donde la Cx43 se localizó en las proyecciones citoplasmáticas de las células de Sertoli o en las 

MIH positivas. También por la localización de la marca Cx43 en el cordón o tubulo seminífero con 

respecto a la marca producida por el anticuerpo contra el antígeno GNCA1 . Este doble marcaje se utilizo 

durante todo el periodo prepuberal y fue particularmente útil para las fechas 7 y 14 dpp, ya que la 

expresión de la MilI a estas fechas de desarrollo disminuye. Con esta estrategia encontramos que a partir 

de que se inicia la espermatogéneis al día 3 dpp, comienza a modularse la expresión de la Cx43. Los 
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cambios de la distribución espacial de la Cx43 en las células de Sertoli de la región apical (3dpp) a su 

dominio basal (l4dpp) aquí presentados, se correlacionan con la diferenciación de un epitelio no 

polarizado a un epitelio polarizado (Vergoween et al., 1991). Se sabe que al final de la segunda semana . 

postnatal (14 dpp) el lumen del túbulo se forma (Flickinger, 1967), mientras que las uniones estrechas y 

las uniones comunicantes detectadas por microscopia electrónica (Gilula et al., 1976; Nagano and Suzuki, 

1976) cambian de una región apical, a una región basal en las células de Sertoli. La correlación temporal 

entre estos cambios con la distribución variable de la localización de la Cx43 con respecto a la membrana 

basal o apical, detectada entre los diferentes túbulos seminíferos de un testículo de 14 dpp, mostrada en 

esta tesis, sugiere que esta modulación está reflejando una redistribución de esta conexina durante la 

formación de la barrera hematotesticular. Esta interpretación también es sustentada por el hallazgo de que 

conjuntamente con la redistribución de la Cx43 de la zona apical a la basal ocurren en paralelo una 

translocación de las células germinales o GNCAl positivas del compartimiento basal al apical. En 

resumen, la abundante expresión de la Cx43 en el testículo neonatal y prepuberal y su modulación 

importante en las células de Sertoli descrita en esta tesis durante la vida neonatal y prepuberal, son 

consistentes con el papel regulador de esta conexina para el proceso de espermatogénesis. 

Finalmente, en la presente tesis también se presentaron por primera vez evidencias utilizando estudios 

de doble marcaje en secciones de tejidos, sobre la posible existencia de uniones heterocelulares entre 

células de Sertoli y germinales durante los periodos neonatal, prepuberal y durante la primera onda de 

espermatogénesis. La existencia de la marca de la Cx43 que media contactos heterocelulares entre las 

Sertoli y las células germinales, es consistente con los recientes hallazgos en donde observaron por 

hibridación in situ el transcripto de la Cx43 entre las células germinales y las células de Sertoli (Batias et 

al. , 2000). Esto también es consistente con la descripción de los estudios de transferencia intercelular de 

un indicador fluorescente (Orth and Boehm, 1990) observados entre las células de Sertoli y las células 

germinales a los días 4 y 6 dpp. Estos resultados indican la interacción directa entre estos dos tipos 

celulares durante estos periodos críticos para la diferenciación de las células germinales. 
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• ABREVIATURAS 

• ACTH.- Hormona adrenocorticotrópica. 

• ADNc.- ADN complementario. 

• AMPc.- Adenosil de monofosfato ciclico. 

• [Ca]2+._ Concentración del ión calcio 

• Cx.- Conexina 

• FSH.- Hormona Folículo estimulante 

• FITC.- Tiocianato de fluoresceÍna. 

• GH.- Hormona de crecimíento. 

• Gj .- Conductancia de unión macroscópica normalizada. 

• GnRH.- Hormona liberadora de las gonadotropinas 

• hCG.- Gonadotropina coriónica humana 

• IP-3 Inositol trifosfato. 

• LH.- Hormona luteinizante 

• MIH.- Hormona anti-Muleriana 

• PKA.- Proteina cinasa A. 

• Ratones FORKO.- Ratones deficientes en el gen del receptor a la hormona FSH 

(Follicle-stimulating hormone Knockout). 

• Ratones hpg.- Ratones hipogonádicos, son ratones deficientes en el gen de la hormona 

liberadora de las gonadotropinas. 

• Ratones LURKO.- Ratones deficientes en el gen del receptor para la hormona LH 

(Luteinizing Hormone Receptor Knockout Mice). 

• Ratones ROSA 26.- No tiene todavía traducción al español, en ingles sus siglas indican 

"reverse orientation splice aceptor". 

• SF-l.- Factor de transcripción esteroidogénico tipo uno. 

• TGF-~.- Factor de crecimiento transformante beta. 

• TGF -0..- Factor de crecimiento transformante alfa. 

• 3~-HSD/~s- ~4 ._ 3 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa, delta 5, delta 4 isomerasa. 

• 17~-HSDIKSR.- 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa/cetosteroide reductasa 

• P450 17a.-citocromo P450 alfa-hidroxilasa. 

• P450scc.- Citocromo P450 liberadora de la cadena lateral. 
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• Vo.- en experimentos de fijación de voltaje, es el Voltaje al cual se obtiene la mitad del 

valor máximo de conductancia (Gj ) de acuerdo a la ecuación de Boltzman. 

• gil (gj + gnj) = Coeficiente de acople, donde gj = conductancia de unión, y gnj = 

conductancia que no proviene de las uniones comunicantes o de no unión. 
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