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RESUMEN

En 1994 el laboratorio de la Dra. Pérez-Armendariz documenté por primera vez que las
células de Leydig se intercomunican principalmente a través de canales formados por la Cx43
(Cx43). Esta conclusion la obtuvo en base a resultados moleculares y al registro de corrientes
de unién comunicante entre pares aislados de células de Leydig sometidas a doble fijacion de
voltaje. Un par de afios después, su grupo también demostré que dos principales reguladores
de la funcion testicular, las hormonas LH y hCG, incrementan la expresion de la Cx43 y la
comunicacién intercelular en forma paralela al incremento en la secrecién de testosterona
sugiriendo su interrelacién. Dado que la produccién de LH y de testosterona durante el
desarrollo es bifdsica, uno de los objetivos de esta tesis fue el contestar si la Cx43 se expresaba
en las células de Leydig durante la ontogenia del ratén, y si la expresion de esta conexina era
regulada in vivo en forma bifasica. También por estudios de la Dra Pérez-Armendariz y de varios
otros grupos de investigacion, se sabe que en testiculo adulto, la Cx43 se expresa en las células
de Sertoli asi como también entre las células de Sertoli y las células germinales. También que
durante la vida adulta su expresion se regula durante el ciclo de la espermatogénesis. Estos
hallazgos indicaron la relevancia de la Cx43 para la funcion testicular. Recientemente, ésta ha
sido demostrada ya que se encontré que la delecion del gen de la Cx43 induce una
disminucion de las células germinales durante la vida fetal y neonatal. No obstante, la
expresion de la Cx43 en estos periodos no habia sido investigada. De lo anterior, en la presente
tesis también nos preguntamos si la Cx43 se expresa en las células del cordén seminifero
durante el periodo fetal, neonatal y prepuberal, asi como si su expresion es regulada en forma
paralela al inicio de la espermatogénesis. Para contestar estas preguntas desarrollamos
anticuerpos policlonales especificos para identificar a la Cx43. Con éstos realizamos estudios
de inmunocitogiimica de doble-marcaje en criosecciones de testiculo a diferentes edades del
desarrollo fetal, neonatal, prepuberal, puberal y adulto. Para esto también utilizamos
anticuerpos contra proteinas especificas de los diferentes tipos celulares del testiculo.
Encontramos que la Cx43 se expresa desde las etapas mas tempranas del desarrollo gonadal
al dia 11.5 post coitum (dpc). Su expresion se mantiene a todo lo largo de la vida fetal,
neonatal y prepuberal. Al dia 12.5 dpc, cuando la gonada morfologicamente ya se ha
diferenciado sexualmente, encontramos que su distribucién celular es amplia, forma uniones
homocelulares entre las células de Leydig asi como también entre las de Sertoli. Ademas,
forma uniones heterocelulares entre las células de Sertoli y las células germinales durante la
ontogenia del ratén. Tanto en las células de Leydig intersticiales como en las células de Sertoli,
su expresion se incrementa progresivamente durante la vida fetal. También en ambos tipos
celulares, la expresion de la Cx43 se regula muy dindmicamente durante la vida neonatal y
prepuberal. En el cordon seminifero, la regulacion de la Cx43 neonatal y prepuberal ocurren
correlacionada al inicio y progresion de la espermatogénesis. En las células de Leydig, su
expresion se regula en una forma bifasica que se correlaciona directamente con la produccion
bifasica de testosterona a través del desarrollo en el ratén. De lo anterior, los resultados de
esta tesis nos permite proponer que la Cx43, estd participando en la regulacion de la
produccién de testosterona in vivo. También, el proponer que la perdida de las células
germinales descrita en ausencia del gen de la Cx43, resulta de alteraciones en la comunicacion
intercelular mediada por canales formados con esta conexina durante las etapas tempranas
del desarrollo fetal gonadal. Los resultados de esta tesis fueron materia de dos publicaciones
en revistas internacionales aqui incluidas y una de las figuras del segundo articulo fue
seleccionado para la portada de la revista.




INTRODUCCION

1.0. - COMPONENTES CELULARES DEL TESTICULO

El testiculo se encuentra suspendido fuera de la cavidad abdominal en un pliegue epidérmico conocido
como escroto. En los mamiferos, los testiculos descienden hacia el escroto durante el desarrollo postnatal.
Esto les proporciona una temperatura mas fria (34°C) dotandolos de un medio ambiente 6ptimo para la
diferenciacién de los espermatozoides. El testiculo estd formado por un componente tubular y otro
intersticial. El primero esta formado por los cordones seminiferos que en el adulto se diferencian a los
tibulos seminiferos. En el interior de los cordones y tibulos seminiferos se localizan las células
germinales y las células de Sertoli. Estas Ultimas rodean a las células germinales tanto en su estadio de
gametos inmaduros como durante su diferenciacion a espermatozoides. Ademas de los espermatozoides,
en el tubulo seminifero se producen una variedad de hormonas proteicas, las cuales regulan la
reproduccion masculina. El segundo compartimiento o componente extratubular, esta 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 testiculo que es responsable de la masculinizacién del sujeto (Fig. |
A).

Como punto inicial de esta tesis se definiran los tipos celulares principales que componen al testiculo y
se resumiran sus caracteristicas morfologicas y fisiologicas principales (Cormack, 1988; Steiner y

Cameron, 1990).

1.1) Las células germinales

El desarrollo de las células germinales requiere de dos procesos fisioldgicos 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
duplicacion de su material genético. En este caso su niimero cromosémico se reduce a la mitad, lo cual

culmina con la generacion 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 nucleo redondo y mucho mas grande que el de cualquiera
de las otras células testiculares. En el testiculo del ratén, al dia 12.5 poscoitum (dpc), los gonocitos pueden
identificarse por estar uniformemente distribuidos, rodeados de las proyecciones citoplasmicas de las
células de Sertoli dentro de los cordones seminiferos. Al dia 16 dpc, los gonocitos se localizan en el centro

del cordén seminifero, posicion que conservaran hasta el nacimiento (Vergoween et al., 1991).



1.1.2 Periodo posnatal (dpp)

En la prepubertad las células germinales inician su diferenciacion, la cual culmina con la formacién de
los espermatozoides (ver adelante). A partir de esta etapa de desarrollo las células germinales presentaran
continuamente ciclos de proliferacién y diferenciacion en el tubulo seminifero. A continuacion se resumen

algunas caracteristicas principales de los diferentes estadios de diferenciacion de las células germinales.

a) Espermatogonias.

El primer estadio de diferenciacion 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 ratén se observa a partir del dia 3
dpp, tiene abundante cromatina en forma de granulos finos y el nucleolo se encuentra cerca de la
membrana nuclear. Mas tarde, las espermatogonias tipo A se diferencian a espermatogonias tipo B
(Cormack, 1988). Este tipo de espermatogonias presenta los nlicleos mas voluminosos y la cromatina se
encuentra mas dispersa. Las espermatogonias se muitiplican 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 meiotica la cual consiste de cinco etapas. En la
primera etapa, de /eptoteno (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 compaiiero homoélogo para
formar cromosomas divalentes. En la etapa de paquiteno (PQ) los cromosomas se condensan y se hacen
mas 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 meiodtica. A este tipo de célula germinal se le
denomina espermatocito secundario. En la etapa inmediata, la célula entra a la metafase y con ello se
inicia la segunda division meidtica, cada célula presenta a los cromosomas divalentes en el plano
ecuatorial. En la anafase, cada cromosoma del divalente se separa hacia los polos y en la felofase cada una
de las células hijas queda con la mitad del namero cromosémico original. La célula germinal originada de

la ltima division meidtica recibe el nombre de espermatida redonda (Cormack, 1988).

c) Espermiogénesis y espermatidas

Se define como espermiogénesis el proceso de diferenciacion y desarrollo que determina el cambio de
los espermatocitos a espermatidas. La Fig.1B muestra un esquema resumido de las principales etapas en
la diferenciacion de las espermatidas. La fase de Golgi abarca los pasos 1-3. El aparato de Golgi cercano a

la membrana nuclear produce dos granulos formados por carbohidratos denominados “acrosémicos”, los



cuales se fusionan como un solo, este recibe la denominacion de granulo acrosémico porque se posiciona
en el extremo anterior o cefélico de la membrana nuclear (akron significa extremidad). A partir de un
centriolo, se genera un pequeiio filamento caudal que finalmente serd el futuro flagelo, el cual ira
creciendo progresivamente. En los pasos 4-7: la fase CAP, el granulo acrosémico produce dos estructuras.,
el acrosoma que es un granulo pequeiio situado justo a la mitad del extremo anterior del nacleo, 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
capuchodn cefalico (cap-head). En el paso 8-12: fase del acrosoma. El nucleo y el acrosoma se orientan
hacia la region basal del tiibulo, el nucleo se elonga y la caperuza se extiende hacia la regién caudal. Mas
tarde, el nucleo y el acrosoma se aplanan y se alargan situandose en lo que se podria considerar la region
dorsal del nucleo, el acrosoma adquiere una estructura en forma de gancho. En los pasos 13-16: La fase de
maduracion en donde los espermas adquieren su forma totalmente madura, en esta etapa, el nicleo se
condensa y aplana aun mas, el acrosoma ya no se puede diferenciar de la caperuza, éste junto con el
nicleo adquieren forma afilada en el extremo cefélico, el excedente citoplasmatico se desprende y es
fagocitado por las células de Sertoli y finalmente la espermatida toma su forma definitiva (Oakberg,

1956).
1.2) Células somaticas del parénquima tubular

1.3.- Las células de Sertoli

Las células de Sertoli, son células somaticas parenquimatosas que se diferencian al momento que
ocurre la diferenciacion sexual gonadal. Esto puede observarse claramente por microscopia electronica en
el raton al dia 12.5 dpc (ver adelante). Conjuntamente con las células germinales, las células de Sertoli
forman el cordon y posteriormente los tubulos seminiferos. Desde su aparicion, la membrana de la célula
de Sertoli siempre mantiene intimo contacto con las células germinales, por lo que se ha considerado que
tienen un papel en la maduracion de los gametos. También han sido denominadas como células nodrizas
(ver figura 1 A). Estas rodean con sus procesos citoplasmaticos a las células germinales en sus distintos
estados de diferenciacion. 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 nucleo irregular el cual se localiza en la parte basal del tibulo. Al microscopio electronico se
observa que el nucleo presenta a sus lados masas de cromatina no condensada, lo que produce la
impresion de que el nucleo es triple. Con tincion especial al microscopio de luz también se identifica
como un nucleo tripartita. La célula de Sertoli contiene mas reticulo endoplasmico liso que reticulo

endoplasmico rugoso. Adicionalmente presentan lisosomas, lo cual les permite degradar y fagocitar



cuerpos residuales de los espermatozoides (Rev: Cormarck, 1990; Rev: Fawcet, 1975). Ademas de su
posible funcién como células nodrizas de las células germinales, las células de Sertoli son capaces de tener
un gran niimero de interacciones endocrinas, paracrinas y autécrinas debido a que secretan una variada
cantidad de moléculas (ver adelante). Por ejempio, la secrecion de inhibina inducida por la hormona
foliculo estimulante (FSH) en las células de Sertoli adultas inhibe por retroalimentacién negativa la
liberacion de la propia hormona. Otra importante funcion de las células de Sertoli es el ser la célula
responsable de formar la barrera hematotesticular en el tibulo seminifero del animal adulto. Esta barrera
se encuentra formada por proteinas de las membranas de dos células de Sertoli adyacentes formando los
complejos de union que permiten la adhesion firme entre estas células. Los complejos de unién incluyen a
diferentes estructuras tales como: uniones estrechas, uniones comunicantes, desmosomas y elementos
fibrilares. Estos complejos delimitan la regién basal y la region adluminal, limitando el transporte de
grandes moléculas entre estos compartimentos y segregando proteinas especificas en la membrana basal y
apical. Por ejemplo, se sabe que la region basal del tubulo expresa una proteina llamada glicoproteina p la
cual expulsa drogas citotoxicas (Melaine et al., 2002). Las células germinales se encuentran embebidas en
el citoplasma de las células de Sertoli, tanto en la region basal como apical. Desde que se descubrié la
barrera hematotesticular, se consideré que tenia como una de sus funciones principales el proteger a las
células germinales de influencias dafinas de moléculas citotoxicas que provienen de la circulacion
sanguinea, confinando dentro de la luz de los tubulos los productos antigénicos producidos por las células
germinales posmeioticas. De esta forma se evita su contacto con la circulacion sanguinea y la consecuente
generacidn de una reaccion autoinmune (Fawcet, 1975, Gilula et al., 1976, Rev: Steiner y Cameron, 1990).
Se ha propuesto el que la region adluminal mantiene un microambiente inmunologicamente privilegiado mediante la
secrecion especifica y dirigida de moléculas inmunosupresoras, debido a que es extremadamente raro ver
linfocitos cercanos al lumen o en el intersticio, lo que potencialmente, podria generar acciones citotoxicas

(Filippini et al., 2001).

1.4) Las células somaticas intersticiales

Las células intersticiales se encuentran localizadas entre los tubulos seminiferos (Fig. 2A). Estas
incluyen a las células semejantes a los fibroblastos o células mesenquimatosas, macréfagos, células
endoteliales, células endoteliales linfaticas, células perivasculares y células miotubulares. Estas Gltimas
presentan actividad contractil sobre el tibulo seminifero 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 produccion de testosterona. Estas células durante la vida adulta Ilegan a constituir el 80

% de las células intersticiales (Vergoween et al., 1991).



1.5) Las células de Leydig

Las células de Leydig en los roedores se organizan como agregados o acimulos. Es frecuente
encontrarlas cerca de vasos sanguineos que rodean a los tubulos seminiferos (Fig. 2A y 2B). Tienen una
forma poligonal presentando un nicleo ovoide, la heterocromatina frecuentemente rodea la envoltura
nuclear. Son uninucleares en la mayoria de las especies de mamiferos. En el ratén, su didmetro promedio
es de 20 um. Su namero absoluto en el raton adulto, se ha estimado en 2.0 X 10° células/testiculo
(Vergowen et al., 1993). Existe una relacion directa entre la superficie del reticulo endoplasmico liso
(REL) y la capacidad para producir testosterona. De hecho, el area del REL es regulada por la hormona
Juteinizante (LH). El area del REL se incrementa en presencia de ésta hormona e involuciona al disminuir
él estimulo gonadotropico (Ewing y Zirkin, 1983). Las células de Leydig presentan un aparato de Golgi
con formas vesiculadas. Estas son abundantes en las épocas de reproducciéon y menos abundantes en los
periodos de quiescencia en las especies de reproduccion estacional (Rev: Rusell, 1996). Las células de
Leydig presentan gotas de lipidos al término de la vida fetal y en la época de madurez en el animal adulto.
Estas gotas son claramente visibles en el raton (Kerr et al., 1985), mientras que en la rata, sélo se observan
en el periodo fetal y parte del periodo prepuberal (Ge et al., 1998). Cuando son observadas al microscopio
electronico, también se encuentran numerosas proyecciones citoplasmaticas. De hecho las células de
Leydig son capaces de englobar particulas. Las células de Leydig frecuentemente forman procesos que se
adentran formando depresiones en la superficie membranal de los macréfagos que se encuentran en
contacto con ellas en el espacio intersticial. No obstante se desconoce la funcidon de estas interacciones
(Niemi et al., 1986; Rev: Orth, 1993; Rev: Rusell, 1996). Los bordes externos de los cumulos de células
de Leydig estan rodeados de material de colageno tipico de las membranas basales. Las células de Leydig
sirven como una fuente de esteroides para la diferenciacion masculina y para la espermatogénesis. Los
productos secretorios de las células de Leydig incluyen a la testosterona. Para una mayor informacion
sobre estructura y funcion 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 diferenciacion sexual gonadal, que en el raton ocurre al
12.5 dia poscoitum (dpc), las células germinales quedan englobadas en las proyecciones citoplasmaticas
de las células parenquimatosas que se diferencian a células de Sertoli. Estas ultimas producen y secretan
proteinas que forman una lamina basal. También al 12.5 dpc algunas de las células somaticas intersticiales

se diferencian a células de Leydig (ver resultados seccion I) y otras a células contractiles |lamadas



peritubulares que rodean a los cordones seminiferos, delimitando asi el espacio intersticial del componente

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

2.1) Desarrollo de l1a 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 6rganos siguientes: los testiculos, los rifiones, la rete testis y los
ductos seminiferos. El mesonefros estd formado por tejido estromal, tubulos mesonéfricos, tubulos
wolfianos y tejido vascular. EI mesonefros se observa a partir del dia 9 dpc en el ratéon (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 gonada indiferenciada. Esta se observa por microscopia
electronica al dia 9.5 en el raton (Rev: Byskov, 1986) y en la rata se observa al dia 12.5 postcoitum
(Satoh, 1985). La llamada cresta genital contiene células mesenquimatosas y células germinales. Las células
mesenquimatosas se dividen en “atipicas y tipicas”. Las células atipicas se ha propuesto que pueden
diferenciarse hacia precursoras somaticas, ya que estas forman arreglos celulares lineales que semejan
células epiteliales y que son conocidas como “cordones sexuales”. Adicionalmente, se encuentran las
células mesenquimatosas tipicas. 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 celomico (Rev: Byskov, 1986, Karl y Capel 1998). El origen de las células
somaticas del testiculo ha sido un tema muy controvertido durante varios aflos. Como veremos adelante

existen hipotesis al respecto pero continua siendo un tema de investigacion actual.

2.2) Origen y proliferacion 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 raton, a los 7-8 dpc como una poblacion de células
que reaccionan a la fosfatasa alcalina en tejidos embrionarios cercanos a la base del alantoides.
Recientemente, también se han identificado mediante la expresion del antigeno nuclear germinal I,
GNCAI1 (Enders y May, 1994). En el ratdn, las células germinales migran a través del mesenterio dorsal
hacia la cresta genital a donde llegan al dia 9 y 9.5 dpc en el ratén (Byskov, 1986; Hogan et al., 1986) y en
la rata entre el dia 12.5 y 13 dpc (Satho, 1985). Durante su migracién y durante su establecimiento en la

gonada proliferan (ver adelante).
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2.3) Hipétesis sobre el origen de las células somaticas

Witchi, en 1951 postula, a partir de observaciones del primordio gonadal de testiculo 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 ademas sugiere que conforme se desarrolla la médula se
adelgaza la capa de células del epitelio celomico, es decir, seglin su hipdtesis, la médula se desarrolla por
células que provienen de los tubulos mesonéfricos y del epitelio celémico. A partir de esta hipdtesis han
surgido modificaciones las cuales se han hecho extensivas a los vertebrados superiores. Estas han sido
sustentadas en evidencias que se resumen en esta seccion. 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 gonada indiferenciada, y estos que se originan de la diferenciacion
de las células de los tabulos mesonéfricos. Esta hipdtesis la sustentan en la observacion de que los tubulos
mesonéfricos se localizan colindando con la goénada en muy estrecho contacto con las células
mesenquimatosas “atipicas”’que dan lugar a los cordones sexuales, sugiriendo su continuidad (Satho,
1982: Zamboni y Uphaday, 1986). Esta hipdtesis no ha podido por ahora ser verificada pues se requeriria
de una marca que permitiera monitorear a estas células tubulares, desde su estado indiferenciado en el

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

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

Burns en 1961, propuso que el epitelio celdmico es quien da origen a los “cordones sexuales” y
posteriormente a la masa gonadal. Esto lo sustento en sus observaciones morfoldgicas en donde
distinguié que el epitelio celdomico parecia. guardar continuidad con los cordones sexuales desde la
formacién del primordio gonadal. Més recientemente, para probar que las células de Sertoli provienen del
epitelio celomico, Karl y Capel (1998) mincroinyectaron células del epitelio celémico en la gonada
indiferenciada del ratén en el dia 11.5 dpc con el colorante fluorescente Dil. Posteriormente, monitorearon,
utilizando microscopia confocal, su ubicacién en la génada diferenciada. Este colorante fluorescente se
incorpora a la bicapa lipidica uniéndose a los grupos tiol de las proteinas 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 especificos dirigidos contra la hormona inhibitoria muleriana (MIH) que
es un marcador de las células de Sertoli, asi como contra el factor esteroidogénico-1 (SF-1), utilizado aqui

como un marcador de especificidad de las células de Leydig. En estudios de colocalizacién les fue posible
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concluir que al 12.5 dpc, la marca del Dil se encontraba en las células de Sertoli. También el Dil se
identificd en algunas células intersticiales SF-1 negativas, esto es, no se encontré en las células de Leydig.

No obstante en este trabajo no se investigé a que subtipo celular correspondian.

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

Byskov, 1986, postula que las células somaticas de la gdnada 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 celémico. También propone que el
mesénquima genera toda la masa gonadal a excepcion de las células germinales. Una derivacion de esta
hipétesis, como veremos a continuacion, ha sido puesta a prueba utilizando ratones transgenicos ROSA
26. Estos ratones fueron generados por ingenieria genética mediante la transfeccion de una construccion
“genica” en células totipotenciales de embridn de raton, la cual contiene el gen de la, B-galactosidasa. Las
células que integraron el gen, fueron incorporadas en un embrién en etapa de blastocisto el cual luego fue
implantado en una hembra pseudoprefiada (Frederich y Soriano, 1991). De esta forma, el gen se insertd en
el genoma al azar v se expresé ubicuamente. Para el caso del ratdbn ROSA 26, a la fecha no existe un
estudio que demuestre si hay tejidos 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
gonada indiferenciada de raton silvestre. Ambos tejidos se obtuvieron al dia 11.5 dpc, se pusieron en
contacto fisico 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 reaccion con un cromoforo, el
producto de la reaccién con éste, genera una coloracion azul visible al microscopio de luz. Al microscopio
electronico también es posible detectar los cristales derivados del producto de la reaccion del cromoéforo.
Después de haberse cultivado las quimeras por 3 a 4 dias, se observaron células intersticiales en la gonada
positivas a la [-galactosidasa mediante estudios de microscopia electrénica. 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 0 mesénquima
mesonéfrico. No obstante, dada la ubicua distribucién del gen de la B-galactosidasa, estos estudios no
permiten diferenciar si las células provienen tan solo del estroma o de los tabulos mesonéfricos. En este
trabajo no se discute si esta enzima esta o no presente en las células de Sertoli.

Resumiendo, existen evidencias de que las células somaticas intersticiales gonadales provienen del
mesonéfros, aunque falta precisar si éstas provienen del mesénquima o de los tubulos mesonéfricos.

También existen evidencias de que las células somaticas de Sértoli provienen del epitelio celdmico. No



obstante, a la fecha no hay estudios que permitan descartar el que las células precursoras de Sertoli puedan

provenir del tibulo y/o del estroma mesonéfrico.

3.0) ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL DESARROLLO DE LAS PRINCIPALES CELULAS
TESTICULARES

3.1.Topologia, proliferacién y diferenciacion de las células germinales

a) Proliferacion de las células germinales en raton

Como ya se menciond, se sabe que los gonocitos proliferan durante su migracion por el intestino
posterior hacia la cresta gonadal. Esto ocurre entre el dia 7 y 8 dpc. También el que contintan
proliferando cuando se establecen en la gdnada. Para el caso del testiculo esta proliferacién se mantiene
hasta el dia 16.5 dpc. edad a la cual los gonocitos entran en un periodo de quiescencia hasta el
nacimiento. Los cambios en la proliferacion ocurren asociados a cambios en la distribuciéon de los
gonocitos. Su distribucion en la génada 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 mas alargados y sus membranas proyectan
pseudopodos hacia la region basal del cordon seminifero. Al dia 3 dpp en el raton es posible localizarlos
en la periferia del tibulo (Vergoween et al.. 1991). Asociado a este cambio en su localizacion, reinician
su actividad mitotica. Existe el reporte de que el nimero absoluto de gonocitos se incrementa
progresivamente hasta el dia Sdpp, pero no se conoce lo que sucede entre los dias 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 diferencid a espermatogonias. Las espermatogonias presentan ciclos de proliferacion a todo
lo largo de la vida postnatal (Baker y O’Shaughnessy, 2000; Rev: Steinberger y Steinberger 1975:

Vergoween et al., 1991).

b) Diferenciacion de las células germinales

Durante el periodo entre el nacimiento y la prepubertad, entre el dia 3 y 21 dpp en el raton, las células
germinales se diferencian mediante el proceso conocido como espermatogénesis. Al dia 3 dpp es posible
observar la primera espermatogonia. Entre el dia 10 al 12 dpp es dificil 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 premeiéticas o
espermatocitos primarios o preleptoténicos. Una vez que los espermatocitos pasan la barrera, se convierten

en espermatocitos leptoténicos, los cuales por el proceso de reducciéon cromosémica 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 tabulo y/o del estroma mesonéfrico.

3.0) ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL DESARROLLO DE LAS PRINCIPALES CELULAS
TESTICULARES

3.1.Topologia, proliferacién y diferenciacion de las células germinales

a) Proliferacién de las células germinales en ratén

Como ya se menciond, se sabe que los gonocitos proliferan durante su migracién por el intestino
posterior hacia la cresta gonadal. Esto ocurre entre el dia 7 y 8 dpc. También el que continuan
proliferando cuando se establecen en la génada. Para el caso de! testiculo esta proliferacion se mantiene
hasta el dia 16.5 dpc. edad a la cual los gonocitos entran en un periodo de quiescencia hasta el
nacimiento. Los cambios en Ja proliferacién ocurren asociados a cambios en la distribucién de los
gonocitos. Su distribucién en la gonada 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 mas alargados y sus membranas proyectan
pseudopodos hacia la region basal del cordén seminifero. Al dia 3 dpp en el ratén es posible localizarlos
en la periferia del tibulo (Vergoween et al., 1991). Asociado a este cambio en su localizacion, reinician
su actividad mitotica. Existe el reporte de que el nimero absoluto de gonocitos se incrementa
progresivamente hasta el dia 5dpp, pero no se conoce lo que sucede entre los dias 6-7 pp ( Baker y
O’Shaughnessy, 2000; Nebel et al., 1962; Vergoween et al., 199)). A partir de esta fecha, la mayor parte
de los gonocifos ya se diferencid a espermatogonias. Las espermatogonias presentan ciclos de proliferacion a todo
lo largo de la vida postnatal (Baker y O’Shaughnessy, 2000; Rev: Steinberger y Steinberger 1975:

Vergoween et al., 1991).

b) Diferenciacién de las células germinales

Durante el periodo entre el nacimiento y la prepubertad, entre el dia 3 y 21 dpp en el raton, las células
germinales se diferencian mediante el proceso conocido como espermatogénesis. Al dia 3 dpp es posible
observar la primera espermatogonia. Entre el dia 10 al 12 dpp es dificil 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 premeidticas o
espermatocitos primarios o preleptoténicos. Una vez que los espermatocitos pasan ia barrera, se convierten

en espermatocitos leptoténicos, los cuales por el proceso de reducciéon cromosémica forman células
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haploides llamadas espermatidas redondas. Las espermatidas se transforman en espermatozoides, a través
de un proceso conocido como espermiogénesis. Este es un proceso en donde la espermatida redonda pasa
por una compleja metamorfosis que involucra modificaciones estructurales dramaticas del nucleo, la
formacién de nuevos organelos y adquisicién de mecanismos que permiten la motilidad Fig 1B. (Leblond
y Clermont, 1952; Qakberg, 1956).

Leblond y Clermont, (1952) y posteriormente Qakberg (1956) describieron por primera vez los
cambios en las caracteristicas morfoldgicas de los acrosomas en las espermatidas del testiculo de la rata y
del raton respectivamente. Mediante un estudio detallado de los cambios estructurales que ocurren en las
espermatidas en el curso de su desarrollo y formacion a espermatozoides, describieron 14 estadios bien
definidos en la rata y 12 en el raton. Cada uno de estos estadios se encuentra conformados por una
asociacion especifica de células germinales en distintos estados de diferenciacion. Los diferentes estadios
en la rata y el raton se encuentran en regiones definidas a lo largo del tibulo seminifero en un orden
secuencial. La aparicién periddica de estos estadios permitio definir lo que se conoce como el ciclo del
epitelio seminifero. La descripcion de Oakberg del ciclo del epitelio seminifero en el ratén adulto (Fig.
4A) se mantiene practicamente sin cambios hasta nuestros dias (Enders y May II, 1994). Otros trabajos
minuciosos realizado por Nebel et al., 1962 y Vergoween et al., 1993, permitieron describir ¢l tiempo que
le toma al testiculo de ratén para formar la primera onda de la espermatogénesis. A partir de éstos. se sabe
que se requiere de 35 dias para la completa maduracion de las células germinales. desde la aparicion de las
espermatogonias hasta la formacion de los espermatozoides completamente maduros. En el raton. las
células inician la meiosis entre el dia 8 y 12 dpp. Para el dia 18 pueden ya observarse un gran porcentaje
de espermatocitos en paquiteno tardio. Al dia 2! es posible visualizar las espermatidas redondas de
manera frecuente. Entre los dias 28 al 31 dpp es posible presenciar las espermétidas elongadas. En el dia
35 dpp, es factible localizar a lo largo del tibulo, todos los estadios del ciclo del epitelio seminifero. Estos

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

3.2) Moléculas reguladoras de la proliferacién y diferenciacién de las células germinales durante el

desarrollo del roedor

3.2.1) Periodo fetal, neonatal y prepuberal
a) hormonas gonadotrdpicas

La mayor informacién sobre la regulacién 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 informacion sobre su participacion en la etapa fetal, debido a ia baja sensibilidad de los métodos para

detectar Ja concentracion de gonadotropinas en embriones de animales pequefios como los roedores. No



obstante, estos han mejorando y comienza a conseguirse informacion al respecto. Ademds, con el
advenimiento de las técnicas moleculares y de ingenieria genética y con la generacion de los animales
transgénicos, un mayor conocimiento sobre estos temas comienza a obtenerse. Por ejemplo, por medio de
estudios de biologia molecular se sabe que el transcripto del receptor completo de la GnRh en la pituitaria
fetal. comienza a expresarse al dia 16 dpc en el ratdn (Gore et al., 1999). La LH intrapituitaria del embrién
de ratén se ha detectado al dia 17 dpc y se ha determinado que sus niveles maximos se observan a termino
(O’Shauggenessy et al., 1998).

Zhou y Hutson (1995) fueron los primeros en proponer que en el raton la diferenciacion inicial de los
gonocitos no requiere de gonadotropinas. Esta hipdtesis fue propuesta a partir de Ja observacién de que los
gonocitos no se diferenciaron a espermatogonias in vitro cuando los testiculos de ratdn recién nacido son
mantenidos en cultivo en presencia de la hCG. Baker y O’Shaughnessy (2001), profundizan en la
investigacion de este aspecto realizando estudios en ratones transgénicos hipogonadicos (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 circulacidn. Ellos encontraron que el nimero total
de gonocitos y de células de Sénoli entre el dia 16 dpc y el fin de la gestacion, es semejante tanto en los
ratones hpg como en los ratones silvestres. Sin embargo, después del nacimiento en el testiculo del raton
hpg. ambas células sufren una disminucién de hasta en un 50% en su nimero absoluto entre el dia 1 y 5
dpp al compararseles con el encontrado en el animal normal o silvestre. Adicionalmente. observaron que
en el testiculo del animal hpg, no se afecta la diferenciacion de los gonocitos a espermatogonias. pues para
el dia 5 dpp ya hay células de este tipo que se han migrado a la regién periférica del cordén. tal como
sucede en el animal normal. Resumiendo, estos resultados indican que después del nacimiento, las gonadotropinas
son criticas para la proliferacion de las células germinales y las células de Sertoli pero no asi para la
diferenciacion de Jas células germinales. Puesto que se tiene numerosa evidencia de que las células de
Sertoli son las anicas células blanco que presentan el receptor a FSH (Manuela-Simoni et al., 1997) se
sugiere de este estudio, que probablemcnté después del nacimiento la falta de la hormona afecta
directamente a las células de Sertoli, lo que indirectamente también repercute sobre la proliferacion de las

células germinales.

b) Modulacién paricrina de la proliferacién y diferenciacién de las células germinales

Existen en la literatura estudios en Jos cuales sefialan la importancia de los factores paracrinos en el
desarrollo y proliferacidn de las células germinales. En experimentos in vifro, se ha reportado cambios en
la proliferacion de las células germinales y de Sertoli inducidas por diferentes factores de crecimiento
(rabla 1) aunque en la mayoria de los casos se desconoce su mecanismo de accién. /i vivo se desconoce

que combinacion particular es requerida para ejercer su influencia en la maduracién de las células



germinales en cada etapa especifica de desarrollo. En algunos casos estos factores actuan 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 proteina que forma parte de la familia de los factores transformantes de crecimiento
B (TGF-B por sus siglas en ingles.) La folistatina es una proteina reguladora que se une a la activina,
también recibe el nombre de proteina inhibidora de la activina. Se ha observado en varios tejidos
embrionarios que la folistatina neutraliza la accion de la activina, evitando que se una a su receptor. Se
sabe que el patron temporal de expresion de la activina y folistatina se regula en una forma que depende
del tipo celular y de la edad, asi como el que los cambios en su expresion se correlacionan con cambios
en el desarrollo de las células del testiculo de la rata. Meehan et al.. (2000) encontraron que la activina se
expresa en los gonocitos al ser observadas secciones de testiculo de 18.5 dpc. tanto por
inmunofluorescencia como por hibridacion in situ. Al dia 21.5 dpe la expresion del transcrito y la proteina
se reduce significativamente siendo practicamente nula al dia 3dpp. También encuentran que la
diferenciacion de los gonocitos a espermatogonias ocurre asociada a la disminucion de los niveles de
expresion de la activina y al inicio de la expresion en estas células de la folistatina. Como ya se menciono.
en laratay en el ratén, entre el dia 3 v 5 del nacimiento se lleva a cabo la diferenciacion de los gonocitos
a espermatogonias. También durante estos dias inician su proliferaciéon y migracion de la region central
de) tubulo a Ja regién basal. Meehan et al., (2000) también investigaron si la activina y la folistatina son
capaces de regular la proliferacion. migracion y diferenciacion de los gonocitos. Para esto realizaron
estudios inmmunocitoguimicos en secciones de fragmentos de testiculo de 1y 3 dpp preincubadas con
bromodeoxiuridina (BrdU) y mantenidos en cultivo por 72 horas en presencia de la hormona FSH o
folistatina (Fs) o activina (Act) o una combinacion de estos (Act /Fs, Act/FSH, Fs/FSH ¢ Act/Fs /FSH).
Meehan et al., (2000) mostraron gue, en frag_mentos de testiculo de rata neonatal mantenidos por tres dias
en medio de cultivo. los gonocitos incrementan su actividad proliferativa tnicamente en presencia de
activina. Con esta misma estrategia, los autores describen ademas que las primeras espernmatogonias
observadas solamente incrementan su actividad proliferativa en presencia de la combinacién FSH/Folistatina.
Adicionalmente, observan que esta combinacion en particular incrementa in vitro la relocalizacion de las
espermatogonias de una porcién central a la region periférica del tibulo. Otro grupo de investigacion
report6 que la FSH sin ninguna combinacién, induce la proliferacion de las espermatogonias entre el dia
9-18 dpp en la rata (Boitani et al., 1995). Consistentemente con estos resultados, en el ratén, se ha
observado que el incremento progresivo en la sintesis de FSH se correlaciona con el incremento de las

espermatogonias (Selmanoff et al., 1976; Vergoween et al., 1993) ver Fig 5B.



ii) Hormona inhibidora muleriana (MIH)

Otro factor pardcrino recientemente implicado en el desarrollo de las células germinales antes de la
pubertad, es ja hormona inhibidora antiruleriana (MIH). Attar et al., (1997) midieron los niveles séricos -
de la hormona durante ¢l desarrolio posnatal encontrando que los valores de ésta son altos al primer dia de
nacimiento y posteriormente decaen de manera graduat a sus niveles mas bajos entre los dias 9 y 15 dpp.
En otros experimentos realizados en criosecciones de testiculo de ratones de 9 dpp y 15 dpp, se analizd la
relacién entre la expresién de la marca para MIH y e) inicio de la meiosis. Ea éstos se incubaron los
tibulos con anticuerpos contra la MIH. Encontraron que Ja marca desaparece en los tabulos de secciones
de testiculo de 9 dpp que han entrado al proceso meiotico, es decir, que presentan espermatocitos en
leptoteno, mientras que es intensa en aquellos tibulos que presentan espermatocitos premeidticos. A partir

de estas observaciones, Attar et al, (1995) proponen que, posiblemente, la MIH frena por algun

mecanismo no conocido Ja entrada a la meiosis.

c) Posible efecto del ntmero de células de Sertoli en la proliferacién de las células germinales

Aun no se tienen aclarados los mecanismos moleculares que regulan los fenémenos de proliferacion y
diferenciacién en las células germinales durante la ontogenia de los mamiferos. Las evidencias iniciales
obtenidas principalmente en el periodo posnatal, han permitido sugerir la existencia de una estrecha
asociacion estructural y funcional entre las células germinales y las células de Sertoli durante el desarrollo.
Por e¢jemplo, Orth et al., (1988) ban sugerido que el nimero de células de Sertoli establecido en la edad
perinatal define el numero de células germinales en la etapa adulta. En este trabajo, modifican por medio
de una droga antimitotica exclusivamente la proliferacion de las células de Sertoli desde la etapa neonatal,
observandose a través de un conteo de las células de Sertoli y de las espermatidas redondas en el animal
adulto, que no solamente se encuentra reducido el nimero de las células de Sertoli, sino también el de las
células germinales. En el mismo estudio, como dato relevante, observan que tanto en la rata tratada como
en la intacta, la relacién numérica obtenida al dividir el nimero de espermétidas redondas.entre ¢l numero
de células de Sertoli siempre es de 6. En el mismo sentido Singh y Handelsman (1996) han observado en
los ratones denominados hpg, una disminucién en el namero de células de Sértoli y de todos los tipos de
células germinales en la edad prepuberal, advirtiéndose que Ja relacién numérica es_semejante a la
observada en e) animal sjlvestre. Estos ratones, ademas de tener una disminucién en su talla y peso,
presentan un decremento en los niveles de gonadotropinas. Cuando administran FSH desde el periodo
neonatal observan en la etapa adulta que se incrementa significativamente el nimero de células de Sértols
y de células germinales manteniéndose la proporcién entre ambas.(Singh y Handelsman, 1996). Por lo

tanto, estos estudios enfatizan la estrecha relacién que debe existir entre Jas células de Sertoli y las células




germinales, pues aquellas condiciones que reducen la poblacién de células de Sertoli también merman el
numero de células germinales y sostienen la hipotesis de que el nmero de células de Sertoli establecido
en la etapa fetal 6 en la temprana etapa prepuberal, modifican en forma definitiva ¢) namero de células
germinales en la edad adulta. De lo observado en los ratones hpg, se sugiere que las gonadotropinas son
primordiales para el desarrollo de los dos tipos de células tubulares. Cabe sefalar que desde tiempo atras.
se ha considerado que una gonadotropina en particular, la hormona foliculo estimulante (FSH) es el
modulador esencial en el desarrollo de las células de Sertoli y consecuentemente de las células germinales.
Mas recientemente se ha venido involucrando a la hormona luteinizante (LH). Asi. algunos grupos de
investigacion sostienen al momento que la hormona foliculo estimulante (FSH) tiene como unico blanco a
las células de Sertoli, mientras que la .hormona luteinizante tiene como blanco principal en el testiculo a
las células de Leydig. La hormonas FSH y LH, a su vez, inducen la liberacion de factores proteicos cuyas acciones
autéerino/paracrinas aun incomprendidas, potencialmente pueden tener una considerable cantidad de
funciones. De lo anterior puede deducirse que existe una compleja interaccion entre los distintos tipos

testiculares para regular los procesos de desarrollo.

3.2.2) Inicioy mantenimiento de la espermatogénesis

De acuerdo a las revisiones de Zirkin, (1993) y Plant y Marshall (2001), e! inicio de la espermatogénesis se
define como la formacion de la primera onda de la espermatogénesis, es decir, la primera generacion de
espermatozoides maduros que son detectados al dia 35 pospartum en e raton y a) dia 56 pospartum en la
rata, Por otro lado. el mantenimiento de la espermatogénesis, se refiere exclusivamente a los
requerimientos para sostener la produccion de espermatozoides en el estado adulto. Los requerimientos

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

A) Inicio de 1a espermatogénesis
i) Regulacion por la accion sinergica de Ja 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, 2001; Zirkin, 1993). También de que la accion 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 dia de nacimiento hasta el dia 32 dpp,
presentaban a partir del 33 dpp, una disminucién importante en el nimero de las espermitidas 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 comparacidén con el grupo control. No

obstante, los efectos mas dramaticos se observaron cuando aplicaron un antisuero contra la LH. El



tratamiento con la administracion del antisuero contra la LH por 32 dias induce severas alteraciones en el
epitelio germinal, e} diametro del tibulo revel6 una marcada reduccion. Mas aun no pudo detectarse
ninguna espermatida. Los tipos mas maduros de células germinates después de este tratamiento, fueron los
de espermatocitos en paquiteno. Los niveles de testosterona intratesticular de los ratones tratados con anti-
LH mostraron una dramatica reduccion hasta del 87% con respecto al grupo control.

Anos mas tarde Zhang et al., (2001]) obtuvieron un ratén con delecion total del gen que codifica para el
receptor a la LH en ratén (ratones LURKO) y corroboraron que la inactivacion del la accion de la LH
produce un efecto extremadamente negativo en el desarrollo de la espermatogénesis. La examinacion
histologica en el testiculo del animal adulto mostré que la célula germinal mas desarrollada en estos
mutantes era la de espermatida redonda. Adicionalmente midieron la testosterona sérica e intratesticular
en el animal adulto reportando que ambas se encontraban muy disminuidas. No discuten porque la célula
mas madura de la espermatogénesis que ellos encuentran en el raton 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 murtacion para el receptor a la
FSH (ratones FORKO). En estos ratones, si bien muestran todas las etapas de la espermatogénesis. las
espermatidas avanzadas se encuentran reducidas en un 30-50%. Esto es, la ausencia de la accién de la
FSH sobre su receptor no parece dahar cualitativamente la espermatogénesis. pero si la afecta
cuantitativamente. Adicionalmente reportaron que la sintesis de testosterona en el raton mutante adulto se
encuentra disminuida en un 60-70 %. No obstante que los niveles séricos de LH son normales, es
importante sefalar que estos ratones son infértiles, subrayando la importancia de la accion sinérgica de la

FSH con lade la LH.
B) Mantenimiento de la espermatogénesis

a) Regulacidn ejercida por Ja testosterona

Un experimento que demuestra la importancia fundamental de la concentracion de testosterona en la
produccion 6ptima 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 (PDS) de diferentes tamaios.
Estos implantes liberan de manera sostenida la testosterona a la circulacion sanguinea. Asi, se encontro
que el incremento en la concentracidn de testosterona liberada es proporcional al tamafio del implante de
PDS. Posteriormente disectaron los testiculos y contaron e} nimero total de esperma para mas tarde

establecer la relacion que hay entre el tamafio del implante, la concentracién de testosterona y la



recuperacion del niumero de espermas. Con esta estrategia, mostraron que el incremento exponencial en
el nimero de espermidtidas depende del aumento en longitud del implante y por lo tanto de la
concentracion de testosterona. Por ahora no es posible precisar si la accidn de los andrégenos es directa
sobre las células germinales o si es indirecta a través de su accién sobre las células de Sértoli. Aun son
ambiguos los reportes que tratan de localizar el receptor a los andrdgenos en las células testiculares. Hay
quienes describen, por experimentos inmunocitoquimicos, que el receptor a los andrégenos no se expresa
en las células germinales de raton y rata en ningan periodo de desarrollo (Zhou-Q et al., 2002). Sin
embargo. otros estudios realizados en ratdén indican que éste se expresa en los gonocitos y en Jas

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

b) Posible efecto regulatorio indirecto ejercido porIa hormona FSH

En el estado adulto, la participacion de la FSH para el mantenimiento de la espermatogénesis ha
merecido poca atencién 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 accién 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 VIl en el tibulo seminifero de los roedores ocurren imporiantes procesos
fisiologicos celulares: a) En este esiadio 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 translocacidn de los
espermatocitos en preleptoteno de la region basal a la region adluminal en la barrera hematotesticular, y en
raion se ha dado evidencia de que el receptor a los androgenos se encuentra en las células de Sertoli
primordialmente e el estadio VII (Zhou et al., 2002), por ello se ha propuesto que los andrégenos pueden
estar regulando la translocacion de las células germinales a nivel de la barrera hematotesticular: ¢) En este
estadio se observa la aparicion de grandes cantidades de reticulo endoplasmico rugoso en las células de
Sertoli: d) En los tabulos de los estadios VIl y VIII se presentan los maximos niveles en la secrecion de
proteinas (Shan et al., 1996). Las siguientes observaciones sugieren que la alteracion en el desarrollo del
estadio VII. posiblemente tenga repercusiones en la actividad de las células de Leydig, ya que: a) La
poblacion de las células de Leydig es mayor en areas del testiculo que circundan a los tibulos en estadio
VIl en el raton (Berg et al., 1982), b) En la rata, Parvinen et al., (1987) han mostrado que la secrecion de
testosterona se incrementa in virro cuando las células de Leydig purificadas son cocultivadas con
porciones de tabulos seminiferos del mismo anima) que se encuentran en el estadio VIl, y ¢) En el mono
se ha encontrado un incremento del reticulo endoplasmico liso en las células de Leydig agrupadas en torno

a los tubulos seminiferos del estadio VII (Fouquet et al., 1987).
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3.3 ANTECEDENTES SOBRE EL DESARROLLO DE LAS CELULAS SOMATICAS DEL
TESTICULO

3.3.1.-Antecedentes generales sobre la topologia, proliferacién y diferenciacion de las células de
Sértoli en el raton

Los precursores de las c€lulas somaticas se diferencian hacia células de Sertoli al dia 12.5 dpc cuando
ocurre la diferenciacién sexual en el raton (Merchant-Larios y Moreno Mendoza, 1996). En el raton, entre
el dia 12.5 y 14.5 dpc, las células de Sertoli muestran nacleos redondos variables en tamario y forma
aungue de menor tamafo al de los gonocitos. En estos dias las células somaticas se encuentran mezcladas
con las células germinales en los ya formados cordones seminiferos. Entre los dias 16 y 20 dpc. las células
de Sertoli se organizan y re-localizan en la parte basal del corddn seminifero.

En el testiculo del ratén las células de Sértoli proliferan a partir del 14 dpc alcanzando su maximo pico
al dia 16 dpc Fig. 3 (Vergoween et al., 1991). A partir de! nacimiento, el indice de proliferacidn comienza a
decrecer y alcanza su nivel estacionario alrededor del dia 14 dpp cuando dejan de proliferar. A esta G)Jma
fecha ya presenta su morfologia adulta totalmente diferenciada. Esto es, son un epitelio polarizado con una
membrana apical y basolateral claramente diferenciada y separada por el complejo de unién, ver fig. 3

(Vergoween et al., 1991, 1993).

i) Moduladores de la proliferacién y diferenciacion de las células de Sertoli

Vida fetal. A la fecha se desconoce el factor inductor de la diferenciacion y proliferacion de las células
de Seértoh en el periodo embrionario. Se ha observado que la proliferacién de las células de Seroli ocurre
correlacionada con la produccion de andrégenos durante la vida fetal (Orth et al.. 1993). Recientemente.
Jhonsthon et al., (2003) han descrito que al nacimiento, hay una reduccion significativa en el nimero de
células de Sértoli en ratones Tfm. los cuales presentan inactivado el receptor a los androgenos. Esto indica
que los andrégenos regulan su proliferacion desde antes del nacimiento. Sin embargo, con respecto al
receptor de los andrégenos, por ahora su deteccion 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 proliferacion de las células de Sertoli es regulada

principalmente por la hormona FSH en esta etapa ya que: a) La proliferacion de las células de Sertol: de
rata in vitro, se incrementa durante su incubacién con la FSH, ya sea sola (Orth, 1990) asi 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 dia 18 dpp (Orth, 1993; Meehan et al., 2000) fecha ¢n la cual las células de

Sertoli toman su patron diferenciado definitivo en rata. b) Los ratones transgénicos que tienen inactivado
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el receptor a FSH 6 la subunidada 3 de la hormona, presentan en la etapa prepuberal y adulta una
disminucion de hasta el 60 % en el namero de estas célujas de Sertoli (Jhonston et al., 2003; Rev: Sairam
et al., 2001). También se han descrito otras diferentes moléculas que tienen efectos sobre la proliferacién

y diferenciacion de Jas células de Sertoli (ver tabta 1).

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

En el caso del testiculo cabe recordar que existen dos periodos funcionales en estas células, que son el
periodo fetal y el periodo posnatal. La produccion de androgenos por parte de las células de Leydig fetales
es la responsable de la masculinizacion y de las caracteristicas primarias sexuales durante la vida fetal y a
los primeros dias del nacimiento. La sintesis de testosterona por parte de las células de Leydig de la
poblacion adulta, es la responsable de la generacion de las caracteristicas sexuales secundarias durante la
pubertad y del mantenimiento de los niveles adecuados de testosterona requeridos para Ja espermatogénesis
(Rev: Ewing y Keene, 1993; Rev: Lejeune et al., 1998; Rev: Saez. 1994).
Se ha propuesto que existen dos lnajes de las células de Leydig en los mamiferos: las células de Leydig
fetales, que se encuentran principalmente durante el periodo fetal y decrecen en nimero después del
nacimiento. y el linaje de las células de Leydig de la poblacion adulta las cuales emergen incipientemente
durante el periodo prepuberal y se incrementan progresivamente a principios de fa pubertad. Esta hipotesis
emerge de la caracterizacion de las diferentes respuestas funcionales de las células de Leydig fetales y
adultas (Tabla 1) asi, como del periodo de involucion 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 microscopia de luz, las primeras células de Leydig fetales se han descrito en el raton
alrededor del dia 12.5 dpc. Al término de la gestacion adquieren las caracteristicas ultraestructurales de
una célula totalmente diferenciada (Merchant-].ﬁrios y Moreno-Mendoza, 1996). Existen escasas investigaciones
sobre la proliferacion de las células de Leydig fetales. Vergoween et al., (1991) no reportaron cambios
importantes en el indice de proliferacion de estas células entre e} dia 14.5 y 18.5 dpc. en estudios donde la
mitosis fue cuantificada utilizando un método autorradiografico de incorporacion de uridina radioactiva en
conjuncion con el método de tincion con hematoxilina. (Fig. 3). Estos investigadores indican sin embargo,
que al final de la vida embrionaria en €) ratdn, el tamafio de los agregados aumenta y puede llegar a un
namero de hasta 40 células (Vergoween et al., 1991). Nuestros estudio sobre Ja expresion de la enzima
esteroidogénica 3-BHSD, que es un marcador de células de Leydig en el ratén, es consistente con la idea
de que esta poblacion celular aumenta durante la vida fetal (Resultados, seccion 1). Descripciones

semejantes se han documentado en el testiculo 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 testiculo. Asi, para el caso especifico del
ratén tenemos: a) la ctapa neonatal y prepuberal (0- 21 dpp), b) la etapa de la pubertad, cuando inicia la
sinteis de gonadotropinas (21-35 dpp) y ¢) y la etapa adulta (> 35 dpp) (Ogasawara et al., 1984; Ramaley
1979: Rey, 1999; SelmanofT et al., 1977).

i} Periodo neonatal repuberal

A partir del dia de nacimiento se ha descrito un decremento en la poblacion de las células de Leydig.
En el caso del ratén, Vergoween et al., (1991) encuentran por estudios de microscopia de fuz, que ésta
ocurre entre los dias 3 y 11 pospartum (fig.6). La disminucidn de esta poblaciéon nosotros también la
detectamos al dia 3 dpp (ver resultados seccion 1) cuando se utiliza un anticuerpo contra la 33-BSD
combinado con estudios de inmunocitoquimica. Este cambio esta correlacionado con una declinacién en la
secrecion de testosterona por estas fechas (Fig. 7A, 7B). Existen dos hipdtesis respecto a la procedencia
de las células de Leydig en la etapa adulta. La primera, propone que las células de Leydig fetales
disminvyen en su funcionalidad y en su volumen para luego volver a diferenciarse hacia células de
Leydig de la poblacién adulta. La segunda es que las células de Leydig fetales involucionan a una
poblacion minima que persiste a través de todo el desarrollo posnatal y que sera rebasada por la otra
poblacion 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 regresion de las células fetales a partir del nacimiento (Rev: Huhtaniemi, 1996; Rev: Lejeune et

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

Consistentemiente con la distinta respuesta funcional descrita para la poblacién de células de Leydig
fetales y adultas, se ha reportado recientemente que existe una expresion diferencial de las isoformas de
dos enzimas esteroidogénicas. En el ratén, Sha et al., (1996) han encontrado dos isoformas de la enzima
1 7B-HSD/KSR (ver adelante), la tipo I y la tipo Il]. La isoforma tipo [, 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 Il comienza a predominar sobre Ia tipo I. En el caso de la
enzima 3B-HSD, Baker et al., (1999) reportaron que durante los periodos fetal y la etapa prepuber se
expresan las isoformas tipo I 'y VI, siendo la isoforma tipo | la que predomina en este periodo. Mas tarde,
entre el dia 9 y 11 dpp la isoforma tipo VI se incrementa progresivamente predominando a partir del dia
2) dpp, cuando Ja poblacion de las células de Leydig inician un periodo de alta tasa de proliferacion que

concluye alrededor del dia 35 dpp, véase la figura 3 (Verwogeen et al., 1993).
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i).- Periodo paberal v adulto

En la etapa puber (21- 30 dpp) ocurren cambios funcionales muy importantes. Entre ) dia 25 y 28 en
el ratén, también acontece el descendimiento de los testiculos con el consecuente descenso en ]a_
temperatura de) testiculo por debajo de la del cuerpo a 34°C. En el ratén, Selmanoff et al., (1977) describieron
que al dia 21 dpp se incrementan los niveles de LR sérico, los cuales alcanzan sus niveles maximos al dia
35 dpp (Fig 7A). Esto se correlaciona con un incremento gradual en los niveles de expresion de la enzima
17B-HSD/KSR que ocurre a partir del dia 25 dpp y que llegan a su méximos entre los dias 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 ¢l androgeno principal (Fig 7B). También entre el dia 2) y 35 dpp hay una alta

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

3.3.3 Regulacion de la proliferacion y diferenciacion de las células de Leydig

3.3.3.1. Periodo fetal

En las etapas mas tempranas del desarrollo de las células de Leydig no se ha descrito Ja presencia del
receptor a LH (O Shaughnessy et al., 1998). Mis aun, las siguientes evidencias indican que la LH y FSH
no inducen la diferenciacion de las células de Leydig fetales en los roedores: a) En el ratdn la
diferenciacion de las células de Leydig ocurre antés de que el transcripto de la hormona GnRH en el
hipotalamo (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 dia 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 fenotipica a nivel de
microscopia de luz al termino de la gestacion con respecto a las células de Leydig de los ratones normales
(Baker y O’Shaughnessy, 2000; Zhang et al, 2001). Sin embargo, en estos ultimos experimentos queda por
demostrarse el que estas células presentan las caracteristicas fisioldgicas y ultraestructurales normales de
una célula de Leydig diferenciada al término de la edad fetal.

No obstante lo anterior, otros grupos de investigacion han postulado que la diferenciacion de las
célutas de Leydig en el roedor se encuentra bajo el control de la LH en la parte tardia de la vida fetal con
base a las stguientes evidencias: a) Se ha detectado la secrecion de la testosterona de las células de Leydig
del testiculo fetal del ratén en respuesta a la estimulacion con hCG a partir del dia 16 dpc (Pointis y
Mahoudeau, 1977), b) El transcripto completo del receptor 2 LH, considerado como funcional, se expresa
en las células de Leydig a partir del dia 16 dpc y se hace maximo a termino en el ratén (O’ Shaughnessy et

al., 1998}, y, ¢) la LH intrapituitdrica se hace maxima al dia 18 dpc en el ratén (O’Shaughnessy, 1998) y
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d), La maxima sintesis de testosterona testicular fetal ocurre durante los dias previos del final de la vida
fetal en la rata (Warren et al., 1984) 0 a término en el ratén (O’Shaugnhessy et al., 1998).

Resumiendo, en roedores como la rata y el raton, la sintesis de testosterona es detectada unos dias antes
de que aumente la sintesis de la hormona LH, por lo que es posible que la esteroidogénesis sea inducida
por factores paracrinos, aun no precisados. No obstante el méximo incremento en la sintesis de testosterona

que se observa hacja el final de la vida fetal puede estar determinado por la accién de la LH.

3.3.3.2 Periodo posnatal

A partir de estudios funcionales y estructurales en Ja rata, el grupo de Hardy et al., (1989) han
propuesto la existencia de tres etapas en la difeljcnciacién 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 caracteristicas morfoldgicas y funcionales distintas que se resumen en ta
tabla Iil.

i) La hormona luteinizante (LH) regula la diferenciacién de las células de Levdig postnatales

Existe una correlacién temporal estrecha entre los cambios en los niveles de LH séricos y los cambios
en la secrecion de testosterona durante la vida postnatal (Fig.7 A y B). Esto permitio el considerar el
posible papel regulador de la LH en la proliferacion y/o diferenciacion de las células de Leydig
(Ogasawara et al., 1984). Se ha observado que la proiiferacion de las células progenitoras s¢ mantiene en
ratas inmaduras de 21 dpp hipofisectomizadas y tratadas con EDS, sustancia que induce la destruccion
especificamente de las células de Leydig. Asi, no obstante que se observan c¢élulas que proliferan en los
intersticios, no es posible detectar la actividad de la enzima 3B-HSD. La inyeccion de LH en las ratas
tratadas, induce en las células mitéticas intersticiales la expresion de la enzima (Benton et al., 1995. Ge et
al.. 1996). Estos resultados sugieren el que la accion principal de la LH en este periodo, es winducir la
diferenciacion de estas células. Otra informacion reporta que las células de Leydig entre los dias 20 y 35
dpp se duplica en los ratones silvestres, mientras que solo se incrementa un 10 % en los testiculos de los
ratones hpg deficientes en el gen que codifica para la GnRH (Baker y O’Shaughnessy, 2001).
Adicionalmente, en el ratén homocigoto deficiente en e) receptor a LH (LURKO), se ha observado que en
cortes histoldgicos de testiculo de la etapa prepuberal y adulta, hay una clara disminucion en ¢l tamano de
las areas de los intersticios, lo cual se correlaciona con una disminucidn clara en la sintesis de testosterona
(Zhang et al., 2001). Estos resultados soportan datos previos que indican que durante esta etapa y sobre
todo a partir del dia 2] pospartum, en el ratén, 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 proliferacion de las

células precursoras si lo es para su diferenciacion en este periodo.
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i1) Efecto regulador de la FSH en el control del desarrollo de las células de Leydig posnatales

No obstante, ademas de la LH se requiere de otras hormonas y factores (ver adelante) para inducir e)
méximo de proliferacién y diferenciacion de las células de Leydig. Una de estas hormonas es la FSH. Se
ha observado en ratas inmaduras hipofisectomizadas que el nimero de células de Leydig se recupera
parcialmente al suministrarse la LH exégenamente. No obstante este nimero nunca alcanza su maximo a
menos que se administren conjuntamente las hormonas LH y FSH (Verhoeven y Cailleaun, 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 accion sinérgica de las dos hormonas gonadotrépicas. Se desconoce
el mecanismo de accién 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 accion sea

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

ii).-Efecto regulador autécrino de los andrégenos en las células de Leydig v su sinergismo con la LH

Se ha sugerido que las células progenitoras se diferencian bajo el efecto de los andrégenos. /n vitro, se
ha observado en rata, que la diferenciacidn citologica y la capacidad de producir testosterona de las células
progenitoras cultivadas en presencia de LH, aumenta en presencia de dehidrotestosterona. Es probable que
[a testosterona tenga una accion autéerina directa puesto que los niveles del receptor a los andrégenos 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 andrégenos (ratones fm), las células de Leydig no se diferencian correctamente. Se ha
observado que estos animales, son deficientes en la actividad de las enzimas P450c17 y 17B-HSD/KSR
(ver adelante), ademas de que no responden a la estimulacion a la LH. Estos probiemas funcionales
resultan de la carencia de accion autécrina de los androgenos sobre t0do en la etapa de las c€lulas de
Levdig inmaduras (Murphy et al.. 1994). En las células de Leydig del raton, el receptor a androgenos solo
se ha descrito en el periodo posnatal. Attar el al., (1997) describen que se detecta a pantir del dia 7 dpp y
Zhou et al.,, (1996) hasta el dia 14 dpp. También es posible el que la testosterona tenga efectos indirectos
sobre las propias células de Leydig a través de un mediador paracrino, aunque por ahora no hay evidencias
de que esto ocurra.

iv) Factor de erecimiento similar 2 la insulina (IGF-I)

El Factor de crecimiento similar a la insulina, (IGF-1) por sus siglas en inglés, es un péptido que se ha
considerado indispensable para el desarrollo de las células en diferentes tejidos de mamiferos. EI IGF-1 se
considera que actia localmente en los tejidos como un factor pardcrino y/o autécrino (Rev: Ge et al.,
1996). En las células testiculares, se ha encontrado que se expresa practicamente en todas las células del

testiculo. En el intersticio se ha reportado su expresion en las células mesenquimatosas y en las células de
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Leydig. Estas células lo expresan fundamentalmente en la pubertad. /n virro el 1GF-1 induce la
proliferacion de las células de Leydig y potencia la esteroidogenesis inducida por LH. Se ha reportado.
que las células de Leydig liberan e) [GF-1, in virro, en respuesta a la estimulacion por LH y el AMPc. De
lo anterior, se ha propuesto que el IGF-| es un factor regulador del desarrollo de las céluias 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 Ja HG tenga este efecto parece
requerir del JGF-1 ya que si se aplica en su ausencia, in vitro, no se observa su efecto estimulador (Ge et
al., 1996)

En el tibulo se expresa en las células peritubulares, en las células de Sertofi y en las células
germinales. Se considera que las células de Sertoli y las células germinales expresan niveles bajos de la
proteina. Al momento, se ha detectado el receptor al Factor IGF-1 en las células de Leydig y en las células

de Sertoli mediante estudios de union especifica (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/autécrinos para su proliferacion. Se han realizado experimentos en los cuales se compara €l
efecto proliferativo de varios factores mitéticos 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 (1GF-1), el factor de
crecimiento transformante (TGFa) y la interleucina-1. Lo que se observa en experimentos de incorporacion de
timidina es que si bien, la LH induce una ligera actividad mitdtica en esta etapa, la induccion mitética de
los factores IGF-1, TGFa y la interleucina-l, 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 maxima y

adecuada proliferacion.
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4.0) LOS ELEMENTOS NEUROENDOCRINOS DE LA REPRODUCCION

El sistema nervioso central gobierna el sistema reproductor a través de dos elementos neuroendocrinos
el hipotalamo y la pituitaria también llamada hip6fisis. La pituitaria constituye la glandula endocrina mas
importante de todo el cuerpo. Ello es debido a que sintetiza también hormonas que controlan el
comportamiento del tiroides, corteza adrenal, ovarios y testiculos. A su vez, la pituitaria es controlada por
la porcion encefalica denominada hipotalamo, por lo que, es el encéfalo el que esta intimamente involucrado en
el control del funcionamiento del sistema endocrino Fig 8 (Rev: Steiner y Cameron, 1988).

El hipotalamo consiste de dos distintas poblaciones neuronales: las neuronas de la region magnocelular y
de la region parvicelular. La region parvicelular contiene los somas de neuronas cuyos axones liberan
péptidos conocidos como factores de liberacion. Los factores de liberacion son transportados hacia la
pituitaria anterior a través de un complejo sistema de vasos sanguineos que reciben el nombre de sistema
portapituitario, estos interconectan el hipotalamo con la adenohipéfisis. El factor que induce la liberacion
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 ldbulos diferentes, anterior y posterior, a veces llamados adenohipdfisis y
neurohipofisis. Ambos lobulos se desarrollan durante el periodo fetal a partir de células que provienen del
hipotalamo. La pituitaria anterior parece no tener inervacion alguna, pero en cambio esta intimamente
conectada al hipotalamo 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. Asi en el 16bulo 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 adrenocorticotropica ACTH) y los gonadotropos, los cuales liberan las hormonas LH y FSH 'y
estimulan a las génadas (Acampora et al., 1998).

La hormona GnRH es sintetizada en el hipotalamo como parte de un precursor inactivo mas grande
conocido como prehormona, el cual consta de 92 aminoacidos. Una adicional digestion enzimatica
permite la separacion de un péptido de 23 aminoacidos y otro de 56 para generar finalmente un péptido
activo de 10 aminoacidos. Este ultimo es la hormona activa que induce la hberacion de LH y de FSH

(Rev: Steiner y Cameron, 1990).

4.1. - Definicion y descripcion general de las principales gonadotropinas
La hormona LH y FSH son glicoproteinas sintetizadas por los gonadotropos de la pituitaria anterior. La
gonadotropina coriénica humana (hCG) se sintetiza y libera de la placenta. Cada glicoproteina esta

conformada por la asociacion no covalente de las cadenas proteicas alfa y beta. La subunidad alfa es
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comun para la LH, la hCG y la FSH, mientras que la subunidad beta es Unica para cada hormona. Las
subunidades combinadas y su estructura terciaria especifica son necesarias para la unién al receptor
originandose con ello la consecuente promocién de la respuesta bioldgica (Steiner y Cameron, 1991).
Antes de ser secretadas, las gonadotropinas necesitan estar glicosiladas, la extensién de la glicosilacion es
importante para el control de la funcién gonadal. Los azucares unidos a las gonadotropinas incluyen el
acido sialico, la galactosa, la N-acetilglucosamina y la manosa. El grado de glicosilacién, que es muy
diverso entre las gonadotropinas, parece conferirles diferente potencialidad bioldgica. Por ejemplo, se
tiene evidencia que tras la remocion de las gonadas en ratas, se incrementan las formas de FSH que tienen
abundante 4cido sialico unido, lo que parece conferirles una vida media alta pero una reducida potencia
bioldgica. El tratamiento con esteroides gonadales revierte este fendmeno, permitiendo que la pituitaria
secrete FSH con menos cantidad de acido sialico (Rev: Matsumara et al., 2001 ; Rev: Steiner y Cameron,
1990). Asi, la pituitaria secreta una compleja familia de gonadotropinas cuya vida media y potencialidad
biolégica puede variar bajo diferentes condiciones fisiologicas y esto parece estar en funcién de la

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

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

Los gonadotropos comprenden una poblacion heterogénea, estas difieren en tamafio 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 gonadotrdpicas 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 v FSHen la ausencia de estimulacién por GnRH, sin embargo, in vivo, los gonadotropos dependen de
la estimulacion por GnRH para mantener su capacidad secretoria (Smith et al., 1984). La LH y la FSH
después de ser modificadas en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, son empaquetadas en forma
de granulos secretorios. Cuando la GnRH se une a su receptor, induce cambios intracelulares de segundos
mensajeros que concluyen en la fusion de los granulos secretorios que contienen la FSH y LH con la

membrana plasmatica y su liberacién por exocitdsis (Conn et al., 1987).

4.3 Ontogenia de la expresion de LH

El curso temporal de la LH sérica en la rata (Ketezelger et al., 1978) y el ratén (Selmanoff et al., 1977)
presenta un comportamiento bifasico. En el caso particular del ratén, en la vida intrauterina, el nivel de
LH ha podido ser detectado de manera intrapituitaria, alcanzando su valor maximo al término de la

gestacion (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), observandose que sus valores descienden después de la primera
semana del nacimiento (Ogasawara et al., 1998). No se conocen todavia los mecanismos que regulan el
decremento de la LH durante la prepubertad. Mas tarde, los valores de LH intrapituitaria son nuevamente
detectados entre los dias 9-15 dpp (Fig 7A). Posteriormente, comienzan a incrementarse nuevamente
alrededor del dia 21 dpp alcanzando sus maximos entre los dias 30-35 dpp (Berkowitz et al., 1979:

Selmanoff et al.,1977).

4.4 Ontogenia de la expresion 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 raton
(Selmanoff et al., 1977). Sin embargo es posible que en todos los casos su liberacidn sea de tipo bifésica,
incrementandose importantemente al final de la vida intrauterina y al principio de la pubertad. En el caso
del raton, la FSH se detecta al dia 10-15 dpp, incrementandose alrededor del dia 21 dpp, alcanzando sus maximos
niveles entre los dias 30-35, para posteriormente decrecer y mantenerse a niveles estacionarios alrededor del
dia 60 dpp (véase fig.5 y 7). De acuerdo a estos datos, es posible observar que su liberacion ocurre

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

4.5 Retroalimentacion negativa en el control de la secrecion de gonadotropina

El trabajo de Moore y Price en la época de los 30’s establecid la existencia de una retroalimentacion
negativa entre el testiculo y la pituitaria en el macho. Diferentes evidencias indican que la testosterona y el
estradiol son las principales sefiales que llevan a cabo esta regulaciéon. Actualmente, se sabe que la
testosterona y sus metabolitos ejercen su efecto a nivel del hipotdlamo predominantemente al enlentecer la
frecuencia de la descarga pulsatil de las células productoras de GnRH, lo que a su vez enlentece la
secrecion pulsatil 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 accion se
desconoce (Rev: Steiner y Cameron, 1990). Otro enlentecedor de la frecuencia de los pulsos de secrecion
de GnRH es el opioide enddgeno B-endorfina. Las beta endorfinas son liberadas de la pituitaria anterior
junto con la hormona adrenocorticotropica (ACTH) durante situaciones de stress, y se tiene conocimiento
de que ambas regulan negativamente la secrecion de gonadotropinas (Del Socorro-Retana et al., 2001). El
efecto negativo de las B-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 limite en el metabolismo de los andrégenos es la conversion 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 33 hidroxiesteroide
deshidrogenasa / A* - A’ isomerasa (3B-HSD). La progesterona a su vez es convertida a 17a-
hidroxiprogesterona y androstenediona en dos etapas, por medio de la citocromo P450 17a~hidroxilasa
(P450c17), y finalmente, la enzima 17 cetoesteroide reductasa (178-HSD/KSR), lleva a cabo la
conversion de la androstenediona a testosterona (ver fig. 9). Estas ultimas enzimas se expresan en el
reticulo endoplasmico liso. Dependiendo de la especie, la pregnelenona puede tomar dos vias posibles para la
sintesis de androgenos, estas pueden ser la via de los A* hidroxiesteroideos o la de los- A’ cetosteroideos. Las
distintas especies de mamiferos utilizan una o ambas vias. Por ejemplo, la via A® que tiene la siguiente
secuencia: pregnolenona = progesterona = androstendiona = testosterona, fue la primera en ser
identificada en ratas. Estudios subsecuentes han mostrado que la conversion de intermediarios A’ es de
pequefia significancia en esta especie. En contraste, el perro utiliza principalmente la via A* siendo la
dehidroepiandrosterona el principal androgeno secretado. La via A’ tiene la siguiente secuencias:
pregnolenona = 17a-hidroxipregnelonona=> dehidroepiandrosterona => androstendiona = testosterona.
De manera similar la via A’ ha mostrado ser predominante en conejos, cerdos, humanos y primates
superiores : En el rat6n la via A*domina antes de la pubertad pero en el animal adulto la via A> contribuye
también a la produccion 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 conversion de colesterol a pregnolenona y es esencial para la
biosintesis de todos los esteroides gonadales. Durante los periodos de estimulacion aguda de las hormonas
troficas, el transporte de colesterol citosolico hacia la membrana interna de la mitocondria es el paso limite
en la produccidn de pregnolenona y consecuentemente en la produccion de hormonas esteroideas, 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 -3p-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa/A* - A’ Isomerasa (38-HSD)

La enzima 3B-HSD cataliza la conversion de A*- A>-3B-hidroxiesteroides a A*-cetoesteroides. Este paso
es esencial para la biosintesis de todos los esteroides. La reaccion requiere NADH como cofactor e
involucra la deshidrogenacion de los grupos 3B-hidroxilo seguido de la isomerizacion que implica el
cambio del doble enlace de los carbonos 5y 6 a los carbonos 4 y 5 (Fig 9). La 33-HSD se expresa en
todos los tejidos esteroidogénicos tales como las adrenales, placenta gonadas y préstata. También se ha
reportado mediante técnicas histoquimicas en otros tejidos tales como las glandulas sebaceas e higado
fetal. Se han aislado varias formas de ADNc de la 3B-HSD. Los diferentes ADNc's han sido identificados
por nimeros romanos en €l orden en el cual han sido encontrados en diferentes tejidos y especies. Estas
han sido numeradas de la I a la VI. En el testiculo de raton han sido encontradas las isoformas tipo I y la
isoforma tipo IV, su patrén de expresion cambia durante el desarrollo. Como ya se menciond, 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 dias 9-11 (Payne y O Shaugnessy, 1996).

5.3 . - Citocromo P450 17

La enzima P450c17, lleva a cabo la 17 o hidroxilacién y la liberacion de la cadena de carbonos C17-
C20. Permite la conversion de los esteroides C21 pregnolenona y progesterona a dehidroepiandrosterona y
androstenediona respectivamente (Fig. 9). En esta reaccion 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- glandulas
adrenales de la rata y del raton. En el testiculo su actividad se encuentra confinada exclusivamente.a las

células de Leydig. Dentro de éstas se localiza en el reticulo endoplasmico liso (Payne y Oshaugnessy,
1996 ; Saez, 1994).

5.4 - 17B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa /cetosteroide reductasa (178-HSD/17KSR)

El paso final en la biosintesis de testosterona es la reduccién de androstenodiona a testosterona a través
de la actividad de la 17 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ 17-cetoesteroide reductasa (1738-HSD). El paso
es reversible dependiendo de la concentracion del producto y el sustrato, esto regula la direccién de la
reaccion. Algunos ejemplos de su ubicacion intracelular son: la placenta, las células de la granulosa, las
células adrenocorticales y naturalmente los testiculos (Rev:Ewing y Kane, 1993). A la fecha se han
descrito ocho isoformas (O’Shaughnessy et al., 2000). En el testiculo se conocen dos isoformas, la tipo I
y Il (Rev: Payne y O’Shaughnessy, 1996; Saez, 1994). En las células de Leydig se han detectado la

expresion de las dos isoformas dependiendo de la etapa del desarrollo (Sha et al., 1996). A diferencia-de
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las otras enzimas esteroidogenicas, la 17B-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 reticulo endoplasmico, sin embargo, en las células de-
Sertoli se desconoce su ubicacion intramembranal, tampoco se conoce la isoforma que expresa, solo se

sabe muy recientemente que estas presentan actividad de 17-cetoesteroide reductasa (O’Shaughnessy et
al., 2000).

5.5 - Sa-reductasa

La enzima So-reductasa convierte esteroides con una estructura oxo-A"> a su correspondiente 5o-
reducido En el caso de la testosterona esto permite su conversion a dihidrotestosterona (Figura 9). Esta
conversion ocurre en el tejido blanco, aunque también ocurre en el testiculo. El andlisis de su secuencia de
aminoacidos obtenida a partir de su DNAc, permite inferir que se trata de una proteina intrinseca de
membrana. S6lo 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 localizacion se ha ubicado dentro de la membrana nuclear y en el

reticulo endoplasmico (Rev: Payne y O’Shaughnessy, 1996).

5.6 Localizacion de las enzimas esteroidogénicas

Existe escasa informacion respecto a la compartamentalizacién 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 ultimas, se sabe que en el reticulo endoplamico liso las enzimas se
encuentran compartamentalizadas en un microambiente que les permite estar en tandem como un sistema
multienzimatico. Es decir, una reaccion se sucede una tras otra en un orden tal que les permite llevar a
cabo las reacciones esteroidogénicas a gran velocidad sin perdidas por difusion 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 de la P450c17, 33-
HSDy 17 KSR se encuentran del lado citoplasmatico de la membrana del reticulo endoplasmico..
Los esteroides con grupos C-3 hidroxilo se encuentran intercalados en las cabezas polares de los
fosfolipidos membranales y el resto de la molécula penetra en las cadenas no polares. La hidr_ofobicidad
esteroidal decrece con la adicién de grupos hidroxilo en el carbono C-17 6 en el C-3, asi como por la
reduccion del nicleo esteroideo en el C-19. Estas evidencias permiten inferir que los esteroides se hacen
mas hidrofilicos durante la conversién de pregnenolona a testosterona (Rev: Ewing y Keene, 1993). El
arreglo en tandem de las enzimas esteroidogénicas en el reticulo endoplasmico se encuentran en un arreglo

secuencial que asegura la rapida conversién de pregnelonona a testosterona (Rev: Ewing y Keene, 1993).
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Dado que su concentracion es mas alta en el citoplasma que en el intersticio, existe un gradiente de
concentracidén que favorece su salida hacia el espacio intersticial en donde es ligado rapidamente a la

albumina.

5.7.- Regulaci6n de las enzimas esteroidogénicas, del receptor a LH y FSH en las células de Leydig y

de Sertoli inducido por las gonadotropinas

a) Regulacion del receptor a LH

La accion de la LH sobre las células de Leydig inicia cuando se une a un receptor especifico que se
encuentra en la superficie de la membrana plasmatica. El analisis de la secuencia del ADNc del receptor
revela que contiene siete dominios transmembranales. El receptor contiene una regidn rica en serinas y
treoninas en la regiéon carboxilo terminal, lo cual indica que pueden ser sitios favorables para la
fosforilacion. Su estructura es similar a la de los receptores acoplados a las proteinas G (Rev: Steiner y
Cameron, 1990).

El RNAm del receptor a LH/hCG no solo se expresa en el testiculo sino también en el Gtero no
prefiado, la placenta humana, los condpctos de falopio y en la prostata de la rata. Existen diferentes formas
del transcripto que se producen por cortes y empalmes del RNAm recién transcrito (“splacing”
alternativo) hasta obtener el tamafio que le es funcional. En el caso del ratén, 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 dia 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 poblacion de receptores para la LH. El suministro de una dosis alta
causa un decremento en el numero de receptores y su degradacion, es decir, se induce una desregulacion
(Rev: Saez, 1994 ; Steiner y Cameron, 1990) La desregulacion de los receptores por una alta dosis de LH
0 hCG ha sido demostrado in vivo y in vitro (Rev: Saez, 1994).
Existe la idea de que la liberacion pulsatil de la LH es un medio que en condiciones fisioldgicas evita la
desregulacion 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 hipotesis ya que la administracidn continua o pulsatil 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) Regulacion del receptor a FSH

La hormona FSH es la hormona central en la reproduccion de los mamiferos, es necesaria para el
desarrollo y maduracion de la produccion de gametos en las gonadas, y quizas durante la vida fértil. El
FSH actia uniéndose a receptores especificos localizados exclusivamente en las génadas. El receptor de
FSH pertenece a la familia de proteinas G. En este caso, la hormona se une al dominio extracelular del
receptor lo que inicia la cascada de eventos que finalmente permiten su accion efectora. Con anticuerpos
especificos 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 informacion 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 especificamente en las células de Sertoli,
estudios adicionales se requieren para demostrar de manera categérica su expresion 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, fluctia observando un comportamiento bifasico

(Ketelselgers et al., 1977; Warren et al., 1984).

b) Regulacion de las enzimas esteroidogénicas inducido por LH

La union de la LH sobre el receptor, estimula la produccion de testosterona por las células de Leydig.
La union 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 elevacion del AMPc, disocia la fraccion catalitica de
la proteina cinasa A, la cual fosforila multiples proteinas (Rev: Payne y O’Shaugnessy, 1996; Rev: Stocco.
1996). Se desconocen los mecanismos precisos que vinculan la fosforilacion de proteinas 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 sintesis de esteroides debido a que, el
solo efecto del AMPc mimetiza la accidon de la LH, es decir la produccion de androgenos (Rev: Payne y
O’Shaugnessy; Rev: 1996; Rev: Saez, 1994; Rev: Steiner y Cameron, 1990).
En la rata v en el raton, las células de Leydig requieren del LH/hCG, por lo menos desde la etapa
prepuberat y adulta para mantener totalmente diferenciada su estructura y funcion (Rev: Payne y
O’Shaugnessy, 1996 ; Saez, 1994; Stocco, 1996). La exposicion 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 0 90
minutos de iniciado el estimulo. 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
diferenciacion 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 sintesis de proteinas. Se tiene una evidencia de que este efecto ocurre después de hora y
media de iniciado el estimulo (Rev: Stocco, 1991).

La estimulacion 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 supresion’
de gonadotropinas, ya sea inducida por la administracion de esteroides, por su neutralizaciéon con
anticuerpos, o quirurgica por hipofisectomia en la etapa adulta, in vivo, causa a largo plazo: a) atrofia de la
funcién de las células de Leydig, b) perdida del volumen del reticulo endoplasmico liso y ¢) la perdida de
receptores a LH. Sin embargo, el nimero de células de Leydig por testiculo 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 supresién de la LH afecta la expresion de las enzimas
esteroidogenicas. /n 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 expresion de la 33-HSD a largo plazo (Murono y Payne, 1979), se sabe que la
sintesis de progesterona se mantiene en ratones con delecion del gen que codifica para la hormona
liberadora de las gonadotropinas (ratones hpg) (Sheffield y O"Shaughnessy, 1988). Este hallazgo indica
que la LH no es critica para la actividad de las enzimas P450scc y 33-HSD. En contraste, sin estimulacion
gonadotropica por LH, los niveles de la enzima P450cl7 caen a valores practicamente nulos. El
tratamiento con LH restaura la respuesta esteroidogénica e incrementa los niveles de la enzima P450c17 y

la produccion 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 continiian
sintetizando la P450scc por lo menos hasta el dia 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 estimulacion, interrumpe por completo
la sintesis de la enzima P450c17, mientras que su reposicion restaura la sintesis de novo de la enzima.
Otros experimentos demuestran que con el estimulo 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 estimulo 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 critica para la actividad de las enzimas P450scc y la 33-HSD, pero si es

esencial para la P450c17 (Rev: Payne y O’Shaugnessy, 1996 ; Saez, 1994).

¢) Posible regulacion de algunas enzimas esteroidogénicas inducido por la accion 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 llevd a cabo la hipofisectomia en ratas

adultas, resultando con ello un decremento del 72% en la actividad de la enzima 3(3-HSD después de 14
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dias de realizada la hipofisectomia. El tratamiento con LH, iniciado seis horas después de la remocién 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 unicamente la FSH, se observa que no se tiene
efectos significativos para revertir la actividad de la 33-HSD a sus valores control. Sin embargo, cuando
las ratas fueron tratadas con LH mas FSH, se observo un efecto sinérgico de esta combinacion sobre la
actividad de la 3-BHSD. Es decir la combinacién de fa 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 sintesis o la secrecion de un factor de las células de
Sertoli, el cual modula el efecto de la LH sobre la actividad de la enzima 33-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, P450c17 y 33-HSD (Lejeune et al., 1998). Finalmente, en otro experimento, en ratas
prepuberales hipofisectomizadas, se observo que la actividad de la enzima 173-HSD decae en un 60 %
después de seis dias de iniciada la hipofisectomia. El tratamiento con LH durante cinco dias, evita el
decremento y si se continua el tratamiento por 10 dias, solo se observa un ligero incremento en la
actividad de la enzima. Con esta misma estrategia, pero usando unicamente FSH, se observo 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 testiculo, por lo tanto no es posible discernir, por un lado, si la FSH indujo la
expresion de un factor de las células de Sertoli que actud a su vez sobre las Leydig, o si mas bien el efecto
es debido a la accion de la FSH sobre la enzima que se localiza en las células de Sertoli (Murono y Payne.

1979).
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6.0.- UNIONES COMUNICANTES O SINAPSIS ELECTRICAS

Definicion

Las uniones comunicantes son especializaciones de la membrana plasmatica formada entre dos células
adyacentes que contienen conglomerados de canales intercelulares que permiten el paso directo de iones y
moléculas de hasta 1kDa de tamaiio entre dos células adyacentes. Estas uniones permiten el paso de
mensajeros como el AMPc, el IP3 y Ca®". En estas 4reas 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
estan formadas por una familia de proteinas homdlogas llamadas conexinas, Fig 10A. La Fig. 10B muestra
que seis conexinas se ensamblan para formar un hemicanal llamado conexdn el cual interacciona en el
espacio extracitoplasmatico con otro conexon provisto por una célula vecina para formar un canal

intercelular o de unidén comunicante (Rev: Bennet, 1991; Rev : Kumar y Gilula, 1996).

6.1. - Antecedentes generales sobre la estructura de las uniones comunicantes

Las primeras imagenes de las uniones comunicantes fueron descritas por Robertson en 1962 y 1963, en
las dendritas de las neuronas del bulbo raquideo del pez dorado, quien analizando cortes finos tefiidos
positivamente para microscopia electronica, observo en cortes perpendiculares arreglos pentalaminares en
las zonas de aposicion membranal. Estos se encuentran formados por un arreglo de tres bandas
electrodensas (obscuras) separadas por dos bandas de menor electrodensidad (claras), ver Fig. 11B.
Adicionalmente, en cortes paralelos, reporté que las zonas que presentan uniones comunicantes estan
formadas por multiples estructuras hexagonales que parecen mostrar un poro central. El poro central entre
las particulas distaba de centro a centro 8-9 nm. Robertson sugirio que estos poros podian formar puentes
proteicos o canales intercelulares entre las células. No obstante, la proposicién formal de este aspecto fue
hecha por Revel y Karnovski en 1967. Para esto, utilizaron el hidréxido de lantano, el cual por ser
hidrosoluble es un marcador de los espacios extracelulares. Con esta técnica distinguieron en cortes
perpendiculares de higado, que en las zonas de las uniones comunicantes entre las dos membranas de las
células adyacentes, el lantano permeaba en un pequefio espacio de 2-3 nm (Fig 11 C) lo cual lo diferencio
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 analisis de las micrografias electronicas de las secciones transversales y
perpendiculares les permitid hacer modelos iniciales en los cuales mostraron a las placas de union
comunicante como zonas de miltiples canales que se extienden entre dos zonas de aposicion membranal

(Revel y Karnovski, 1962). Adicionalmente, los estudios en réplicas de criofractura realizados en el
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higado, mostraron que existian cientos de particulas en la cara protoplasmatica (P) que eran complementarias a
las depresiones observadas en la cara extracelular (E). Estas particulas y depresiones equidistaban entre si
de centro a centro 8-9 nm. Tales resultados apovaron la hipdtesis de que estas estructuras se trataban de
puentes formados por proteinas transmembranales. El conjunto de estudios dieron evidencias de que las
estructuras vistas en secciones finas, asi como en criofractura, eran las unidades anatémicas de las uniones
comunicantes conocidas en ese entonces como sinapsis eléctricas (Chalcroft y Bullivant, 1970: Mac Nutt
y Weinstein, 1967; Revel y Karnovski, 1967). Datos obtenidos con estudios de difraccion 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 precision las dimensiones del canal intercelular y hacer modelos mas
precisos de las placas de uniones comunicantes. asi como proponer por primera vez que é€stas estaban
formadas por dos hexameros de subunidades proteicas o conexones provistos por los hemicanales de dos
células adyacentes. Dado que se sabia que el peso molecular de una proteina de unién comunicante en
higado era de 27 kDa, y que se sabia por los estudios de difraccion de rayos X las dimensiones del cilindro
que forma el canal intercelular, fue posible estimar que se requeria 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 analisis bioquimico realizado en fracciones celulares de higado ricas en uniones
comunicantes. permitio determinar por la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida. que las
estructuras tenian un peso molecular entre 27 kDa. Mas tarde se generaron anticuerpos contra aminoacidos
especificos de la proteina de 27 kDa. Utilizando estos anticuerpos y oligonucleétidos sintéticos que
correspondian a la region amino-terminal de la proteina secuenciada parcialmente, se rastrearon bibliotecas"
del ADNc del higado de rata y pudo aislarse el ADNc que codifica para esta proteina. Una vez clonada la
primera conexina. a €sta se le denomind conexina 32 (Cx32) ya que su ADNc codificaba para una proteina
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
proteinas de union de 43 kDa y 26 kDa. El analisis de la secuencia de estas dos proteinas de union
permiti6 inferir que habia una alta homologia v que por lo tanto se trataba de una familia de proteinas
homologas La nomenclatura original utilizd el peso molecular que se determina por el peso molecular
obtenido a partir de geles de poliacrilamida y la nomenclatura actual utiliza el prefijo Cx por la
abreviacion de conexina y el peso molecular deducido de la secuencia predicha a partir de su ADNc (Rev:
Bruzzone et al., 1996). Actuaimente se han clonado 20 tipos de conexinas en el ratén (Rev. Herve et al,,

2004).




El andlisis de los graficos de hidrofobicidad de las diferentes conexinas, permitieron proponer un
modelo de como es su arreglo en la membrana (Fig 12.) Estos indican que corresponde a un segmento con
cuatro dominios transmembranales (M1-M4) con dos asas extracelulares (E1-E2) y un asa citoplasmatica
(CL) y una region carboxilo terminal. Los mayores sitios de divergencia entre las conexinas se presentan'
en las regiones carboxilo terminal y el asa citoplasmatica. Las regiones mas conservadas entre las
conexinas son los dominios transmembranales. Experimentos de mutagénesis dirigida, han mostrado que
el asa citoplasmatica y la regidn carboxilo terminal juegan un papel critico en la regulacion de la apertura
y cierre de los canales de union comunicante inducida por cambios en la concentracion de hidrogeniones
intercelulares. Las fosforilaciones que se llevan a cabo en los residuos de serina y treonina de la region
carboxilo terminal, estan implicados en la regulacion 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 unién comunicantes

Se sabe que una sola placa de unidén comunicante puede expresar mas de un solo tipo de conexina.
Esto se ha demostrado mediante el uso de doble marcaje de secciones de tejidos con anticuerpos contra
dos conexinas y analisis confocal, algunos ejemplos son: los hepatocitos, las fibras del cristalino y los
keratinocitos (Jiang et al., 1995; Nicholson et al., 1987; Traub et al., 1989). Ahora, dado que méas de una
conexina puede estar presente en una placa de union comunicante y dado que el canal de unidn
comunicante estd formado por un dodecamero de conexinas, tedricamente es posible el que existan
muchos subtipos de canales de uniéon comunicante. Esto es, un conexon puede ser homomérico si contiene
Unicamente una especie de conexina o puede ser heteromérico si contiene diferentes conexinas. Ahora
bien. la asociaciéon de dos conexones homoméricos que tienen un mismo tipo de conexina produce un
canal homotipico. La alineacion de dos conexones homoméricos, cada uno compuesto por diferente
conexina, genera un canal heterotipico. Finalmente una amplia variedad de canales heteroméricos pueden
producirse de la interaccion de un conexon heteromérico con otro conexon heteromérico (Rev: White y
Bruzzone, 1996).

Los canales de unién comunicante tienen caracteristicas funcionales especificas en una célula
dependiendo de la composicion molecular. Esto se ha estudiado midiendo la corriente de union entre pares
aislados de células acopladas sometidas a doble fijacion de voltaje. En esta técnica, como su nombre lo
dice, se hace la fijacion 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
solucion salina y esta conectada a través de un electrodo de plata clorurada a un amplificador de fijacién

de voltaje. Mediante la aplicacion de presion negativa se forma un gigasello entre la pipeta y la membrana
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plasmatica, la cual se rompe mediante la aplicacion de una segunda presion negativa con lo cual se accede
al citoplasma de la célula. Posteriormente, utilizando el modo de registro de configuracién de célula
completa, ambas células son fijadas al mismo voltaje lo cual da como resuitado una corriente de unién 1=
0. A una de las células se le mantendra fijo el voltaje, mientras que a la otra, se le aplican pulsos de voltaje
de diferente amplitud, esto generara una corriente que, en el caso de la célula en donde se ha mantenido el
voltaje constante, sera igual a la corriente de transunion, es decir, la corriente que pasa a través de él o los
canales de union comunicante. Con esta metodologia es posible registrar los cambios en la magnitud y
curso temporal de las corrientes macroscopicas o unitarias de los canales de unién comunicante al variar
la diferencia de voltaje que se aplica entre las dos células. Los valores de conductancia instantanea 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 asi generara curvas
conductancia-voltaje. Las curvas de conductancia-voltaje varian dependiendo de la conexina que esté
formando el canal. Esto demuestra que los canales homotipicos formados por conexinas distintas son
funcionalmente diferentes (ver abajo). También a partir del analisis de las curvas conductancia-voltaje
puede definirse si un canal es heterotipico u homotipico (Rev: Bruzzone et al., 1995).

Con este tipo de metodologia de estudio, el tipo de canales de uniéon comunicante que han sido mas
estudiados son los canales homotipicos. Estos han sido estudiados en sistemas convencionales de
expresion 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 aposicion membranal y sometidos a doble
fijacion de voltaje, y b) pares aislados de lineas celulares tumorales deficientemente acopladas y que
previamente son transfectadas con el ADN complementario de conexinas especificas, también han sido
sometidas a doble fijaciéon de voltaje. Estos sistemas han permitido elucidar las propiedades biofisicas
fundamentales de los canales intercelulares formados con conexinas especificas (Rev: Goodenough et al.,
1996; Rev: White y Bruzzone, 1996). En un estudio que evalia los experimentos sobre la compatibilidad
de 13 subtipos de conexinas para formar canales heterotipicos utilizando el registro de corriente de union
en pares de ovocitos sometidos a doble fijacién 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 fijacién de voltaje que utiliza micropipetas de patch clamp en
pares aislados de células de mamifero de tamafio pequefio, también ha permitido la medicion directa de las
corrientes unitarias de un solo canal de unién comunicante. Este tipo de estudios, combinado con la
transfeccion del DNAc de conexinas especificas en lineas celulares deficientemente acopladas, ha

permitido identificar las propiedades unitarias de los canales de union formados por conexinas especificas.
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Estos estudios han permitido concluir que cada conexina forma canales con una conductancia unitaria

especifica (Rev: Bennett et al., 1991; Bruzzone et al., 1995; White y Bruzzone, 1996).

6.4 Regulacion 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
quimicos del acople de los canales de union fueron descritos para el calcio (Rose y Lowenstein, 1976) y la
acidificacion del pH intracelular (Turin y Warner, 1977.) El aumento en la concentracién intracelular del
calcio intracelular ([Ca2+ ]i) entre 5 a 10 pM, induce rapidamente el cierre de las uniones comunicantes
debido a que estas concentraciones de[Ca’* ]; no estaban dentro del rangos fisiol6gico. No obstante estos
estudios sugirieron que incrementos de [Ca®" ]; en este rango pueden desempeiiar un papel importante en
la regulacién de las uniones comunicantes en condiciones patologicas como el infarto. Actualmente se
sabe que concentraciones fisioldgicas de calcio son capaces de transferir entre las células adyacentes (ver
adelante). La acidificacion 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 transunion en
condiciones que inducen la acidificacion. En estos experimentos se ha observado, por ejemplo, que la
Cx43 'y la Cx38 son mas sensibles a la acidificacion que la Cx32 (Rev: Bruzzone et al., 1995). Un grupo
de farmacos que se sabe reducen la conductancia de unién (gj) rapida y reversiblemente, son los
anestésicos como el halotano y el heptanol (Rev: Bennett et al., 1988, Takens-Kwak et al., 1992).

La regulacion de las conexinas también puede darse a nivel de modificaciones postraduccionales. Un
ejemplo claro es el cambio en la conductancia del canal de unién inducida por la fosforilacion de la Cx43
ejercida por la fraccidn catalitica de la cinasa C en los residuos de serina y treonina que se encuentran en
la region carboxilo terminal de esta conexina (Moreno et al., 1994). La regulacién a mediano o largo plazo
puede darse a nivel de la transcripcion, en este caso hay factores proteicos que actian a través de regiones
regulatorias del gen, lo que permite modificar la velocidad de la transcripciéon (Rev: Stagg y Fletcher,
1990.) Respecto a la formacion de los canales de union comunicante, se forman en el reticulo
endoplasmico y hay evidencia de que se ensamblan en el trans-Golgi (Musil y Goodenough, 1993).

Su expresion también puede ser modulada por otras proteinas de adhesion. Por ejemplo, en los epitelios,
la Cx43 se encuentran colocalizada con otras moléculas de adhesion intercelular como es las proteina de la
uniones estrecha ZO-1 (Giespmans y Mollenar, 1988). La linea celular S180, la cual carece del gene de la
caderina L-CAM, que es una proteina requerida en la formacion 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 transfeccion del gen de la caderina, L-CAM en esta c€lulas,
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restablece la comunicacién intercelular y favorece la expresion de la forma fosforilada de la Cx43 (43
kDa). El mecanismo celular mediante el cual las moléculas de adhesién modulan la expresion de la Cx43
se desconoce.
6.5 Transferencia de segundos mensajeros a traves de uniones comunicantes

Como se menciond, concentraciones no fisiolégicas de [Ca®" |; pueden cerrar los canales de unién. No
obstante, estudios posteriores mostraron que cuando se inducen cambios de [Ca’* ]; dentro de rangos
fisiolégicos, éstos pueden transferir en la unién comunicante. Particularmente, la transferencia intercelular
del Ca®" y el IP; fue demostrada en células hepéticas 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 concentracién de [Ca2+ ]i de una célula estimulada a sus vecinas(Saéz
et al., 1995, Toyofuju et al., 1998). En ¢l caso particular de Saez et al., (1995), la estimulacién celular fue

inducida por la microinyeccién de Ca** o de IP; a una célula del conglomerado.

En cuanto al AMPc, se sabe que éste permea a través de los canales de union comunicante. Tsien y
Weingart, (1976) en experimentos dirigidos a demostrar la relevancia del AMPc para la fisiologia del
musculo cardiaco bovino, aportaron también las primeras evidencias de que este segundo mensajero
difundia a través de uniones comunicantes. En esos estudios, cortaron un extremo el fasciculo del musculo
cardiaco para exponer el ambiente extracelular, luego, a éste se le colocaba una gota de AMPc.
Encontraron que con la exposicién del AMPc al extremo cortado, era posible medir la sacudida simple en
células vecinas del fasciculo. Dado que las uniones comunicantes se encuentran en los discos intercalares
de los fasciculos musculares cardiacos, estos resultados indicaron que el AMPc difundia de una célula a
otras célula en el musculo cardiaco. También en este trabajo, expusieron el extremo cortado del fasciculo
al AMPc radioactivo. Después de un tiempo, el fasciculo se corté en pequefios segmentos y se encontrd

que los metabolitos radioactivos derivados del AMPc difundian a lo largo del fasciculo.

Murray y Fletcher (1984) utilizando cultivos de células de mamifero heterocelulares también aportaron
evidencias de que el AMPc permea a través de uniones comunicantes. Para esto utilizaron la linea adrenal
Y-1 y las células de la granulosa del ovario que en cultivo, se sabe, forman uniones comunicantes
heterocelulares. Para ese entonces se sabia que las células Y-1 tienen receptores a la adrenocorticotropina
(ACTH) los cuales estan acoplados a una adenilato ciclasa, quien genera la AMPc a partir del ATP.
También se sabia 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
concentracion del AMPc. A fin de saber si la estimulacién con los agonistas respectivos inducia la

activacion de PKA, se utiliz6 a la proteina inhibidora de la fraccion catalitica de la PKA conjugada a una
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sonda fluorescente De esta forma cuando ocurria la unién del agonista al receptor, la presencia de la
sonda unida a la fraccién catalitica era detectada por fluorescencia, tanto en el citoplasma de la
célula estimulada como en el de la célula que se encontraba acoplada a ésta. Asi, 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 sélo respondieron a la FSH y no a la ACTH.

Fletcher y Greenan (1985) ampliaron la informacion obtenida de los hallazgos previos, poniendo
a prueba estas observaciones en una poblacion heterogénea de células de la granulosa. Se sabia
previamente que las células de la granulosa son heterogéneas en cuanto a la expresion de receptores
a la hCG. La activacion del receptor a hCG en estas células induce la elevacion del AMPc,
permitiendo asi la disociacion de la fracciéon catalitica de la proteina cinasa, lo que inicia la
respuesta esteroidogénica. Estos investigadores realizaron estudios de doble marcaje, por un lado
utilizaron la proteina ligadora de la fraccion catalitica acoplada al FITC, y por otro lado utilizaron
un anticuerpo rodaminado especifico dirigido al agonista hCG. Cuando analizaron los agregados
celulares, encontraron que podian detectar la subunidad catalitica de la proteina 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 asi
en células de la granulosa desprovistas del receptor a hCG que no establecian 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 amplificacion de la sefial

fisiologica.

6.6. - Antecedentes generales sobre la funcion 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 metabélico, en la diferenciacién y crecimiento. Mas
recientemente también se han propuesto su participaciéon en la regulacién de la secrecion de las
glandulas. Estas hipdtesis han sido propuestas con base en estudios que correlacionan cambios
estructurales con cambios en el desarrollo o funcién 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 especificas, también llamados
knock-out (KO.) Por ejemplo, se sabe que las conexinas son criticas en la morfogénesis del corazon.
Los ratones homocigotos deficientes en el gen que codifica para la Cx43 mueren por asfixia dgbido
a anormalidades que se presentan durante la formacién del corazén. Lo que se observa e__nalos
corazones de estos ratones, es que el ventriculo derecho forma anormalmente varios septos

generandose numerosas cavidades interconectadas lo que no permite su correcta funcion. Este es el
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drgano que mayormente expresa la Cx43 (Reaume et al., 1994). La perdida de la Cx37 induce falta
de ovulacién y esterilidad (Rev: White y Paul, 1999). Otros ejemplos relevantes para los fines de
esta tesis se veran adelante.

6.7.- Regulacion de la secrecion mediada por uniones comunicantes

La observacion de que la eficiencia en la capacidad secretora de las células beta del pancreas
disgregadas es menor con respecto a la detectada en el mismo numero de células cuando éstas se
han reagregado y reformado en sus contactos intercelulares, permitié proponer que estos
mecanismos de secrecion 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 participacién de las uniones
comunicantes en la secrecion glandular. No obstante, existen evidencias de su posible participacion
en varios sistemas celulares secretores, en los cuales se ha encontrado que la estimulacion sostenida
con los secretagogos estd asociada a un incremento en el acople celular y/o en un aumento en la
expresion de las conexinas. Por ¢jemplo, en varias glandulas se ha encontrado que sus principales
secretatogos o sus segundos mensajeros regulan positivamente la expresion de conexinas. Este es el
caso de la glandula tiroides, en la cual la incubacién con la hormona tirotropina aumenta la
expresion de la Cx43 (Munari-Silem et al., 1991) y el de las células de Leydig, en las cuales la LH
aumenta la expresion de la Cx43 (ver adelante Pérez-Armendariz et al., 1996), ademas del de las
células epiteliales alveolares mamarias que incrementan la expresion 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 i6nicos o metabdlicos para asi generar una respuesta coordinada de un grupo de células.
Como ya se menciond, el Ca** el IP-3 y el AMPc pasan a través de las uniones comunicantes. La
transferencia intercelular del Ca2+ y el P, ha sido demostrado en las células hepaticas (Saez et al.,
1995) y en células HEK293 (Toyofuku et al., 1998) y la del AMPc entre las células del musculo
estriado cardiaco y entre las células de la granulosa (Tsien y Weingart, 1976). o
El acople puede amplificar la respuesta hormonal mediante la transicién de segundgé_, “Mensajeros
entre las células vecinas. Particularmente cuando este grupo de células secretoras no sea
homogéneo, por ejemplo entre otros aspectos, en la expresion de sus receptores a secretagogos. A

este respecto, en diferentes sistemas glandulares 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- Identificacion de uniones comunicantes en las células del testiculo

a) Testiculo fetal

En la gonada indiferenciada, por estudios de microscopia electrénica, se ha reportado la presencia de
estrechamientos en el espacio intercelular sugiriendo la presencia de uniones comunicantes (Just et al.,
1981). No obstante, no existe un estudio especifico que demuestre contundentemente su existencia. En el
testiculo fetal, Nagano y Suzuky (1976) a los 14 y 16 dpc, observaron desmosomas y estructuras semejantes a las
uniones estrechas. En contraste, sélo 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, asi
como placas de unién comunicante ovales relativamente grandes (1.5 um), localizadas en las diferentes

regiones de la membrana de las células de Sertoli.

b) Testiculo neonatal y prepuberal

Después del nacimiento, a los 6 dpp, Nagano y Suzuky, (1976) observaron el que existian uniones
estrechas en arreglos de lineas convergentes formando mallas. A estas fechas aun no presentan ninguna
orientacion 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 dia 16 dpp se observan ya los tipicos
arreglos lineares de las filas multiples de particulas 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 tubulo seminifero. Intercaladas entre las uniones estrechas se encuentran las uniones
comunicantes en arreglos rectilineos, a semejanza de lo observado en la rata adulta. A esta edad las c€lulas

de Sertoli se encuentran en su etapa completamente diferenciada.

¢) Testiculo adulto

En el tibulo seminifero del animal adulto, las uniones comunicantes se localizan principalmente en los
complejos de unién. Estos complejos de unidn se encuentran en el tercio inferior de la membrana lateral
de las células de Sertoli, separando al epitelio seminifero en una region basal y otra adlumninal. Estas
uniones, entre otros efectos, evitan el paso de sustancias de alto peso molecular a la region luminal donde
se lleva a cabo la meiosis y la espermiogénesis. Gilula et al., (1976) observaron los complejos de union
en secciones finas transversales de testiculo de rata adulta por microscopia electrénica. Los complejos de
union en sus micrografias muestran que hay bandas de alta densidad electrénica bordeando a las dos

bicapas de las células de Sértoli en aposicion. Corriendo paralelas a estas zonas electrodensas se

46



encuentran grupos lineares de filamentos llamados elementos fibrilares. [gualmente de manera paralela a
estos, se pueden observar vesiculas ovoide-alargadas que corresponden a membranas del reticulo
endoplasmico. Estos investigadores observaron, en cortes perpendiculares regiones en donde las
membranas se estrechan aun mas, arreglos heptalaminares ahora conocidos como caracteristicos de las
uniones comunicantes. Las uniones estrechas entre las células de Sertoli del tibulo seminifero del roedor
adulto, son vistas en replicas de criofractura como filas de particulas pequenas en la cara P que no se
encuentran fusionadas entre si. Estas filas de particulas corresponden espacialmente a las ranuras lineares
(cara E) que son complementarias a las protusiones de la replica de la cara P. El nimero de lineas de
uniones estrechas puede ser multiple. De manera caracteristica las uniones comunicantes se encuentran

entre las filas de particulas que forman las uniones estrechas.

7-2.- Conexinas descritas en las células del testiculo adulto

a) Tubulo seminifero

Diferentes conexinas han sido identificadas en el testiculo de roedores. En el tibulo seminifero se han
descrito la proteina de la Cx43, la Cx33, la Cx31, la Cx26, la Cx32 y la Cx37 por estudios de
inmunofluorescencia en cortes de testiculo y/o por inmunoblot. Estas conexinas en el tabulo, tienen una

-distribuciédn celular especifica. Asi, la Cx43 y la Cx33 se localizan en las células de Sertoli que forman el
epitelio seminifero, principalmente en la region del complejo de union (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
seminifero, luminalmente adelante del complejo de unién, pero no ha podido demostrarse su localizacién
por microscopia electrénica en este compartimiento (Risley et al., 1992). La Cx37 se localiza en el
endotelio de los vasos sanguineos de los intersticios (Tan et al., 1996). La Cx31 se encuentra en las células
espermatogoniales, las espermatidas redondas y las espermatidas elongadas. (Mok et al., 1999). La
conexina que se expresa mas abundantemente en el testiculo es la Cx43. La expresion de la Cx43 en las
células de Sertoli también ha sido corroborada por estudios de hibridacion in situ (Batias et al., 1992).

La Cx43 en los complejos de union Sertoli-Sertoli se modula en estadios especificos del ciclo del
epitelio seminifero (Risley et al., 1992). La mayor expresion de la Cx43, se observa de manera global en
los estadios que van del [-VIII del ciclo en la rata. Sin embargo, haciendo un analisis de estos estadios,
estos investigadores observan que la mayor reactividad se observa en el grupo que conforma a los estadios
VI-VIIL. En el raton, la mayor reactividad se encuentra exclusivamente en los estadios VI -VIII. Por el
contrario, la sefial es muy débil en las etapas que van del estadio IX en adelante. Esta expresion estadio
especifica es importante, pues los estadios que van del VII al VIII se correlacionan con la formacion y

reabsorcién de los complejos de unidn (vease seccion 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 region basal
a la region adluminal en rata y raton (Risley et al., 1992). En las regiones cercanas al lumen, la Cx43 se
detecta como una sefial menor y difusa. Esta region se encuentra poblada por espermatidas elongadas
prontas a liberarse. Su expresién en estas zonas no parece modularse en los diferentes estadios de la
espermatogénesis. Colocalizada con la Cx43, en la region del complejo de union, también se ha
encontrado a la Cx33 en el testiculo 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 proteinas de estos genes, por lo tanto no se han
tipificado), los cuales presentan anormalidades anatomicas en los tiibulos. El marcaje inmunofluorescente
para la Cx43 en el epitelio seminifero de estos animales esta muy disminuido en la region de la barrera
hematotesticular en el estadio VIII, contrariamente a lo observado en las células de Sertoli de ratones
silvestres. En estos mutantes, las espermatidas son anormales, por ejemplo, presentan flagelos cortos.
Estos resultados llevaron a los autores a sugerir que los estadios tardios de las células germinales (las
espermatidas) pueden secretar factores paracrinos que mantienen los niveles adecuados de la expresion de
la Cx43 en las células de soporte (Batias et al., 1999).

Resumiendo, diferentes conexinas se expresan en el testiculo adulto indicando la relevancia que tiene
la comunicacion intercelular directa para la funcion testicular. De éstas la mas 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 sélo se ha descrito la expresion de la Cx43. En
éstas se ha mostrado su localizacion en las células de Leydig . En las células de Leydig se ha encontrado
en el raton (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
tubulo seminifero, la expresion funcional de la comunicacion intercelular entre las células de Leydig ha

sido estudiada por métodos fisioldgicos y biofisicos (Pérez Armendariz et al., 1994, 1996).

i) Evidencias moleculares de la expresion de la Cx43 en las células de Leydig adultas

Los experimentos inmunocitoquimicos y electrofisioldégicos 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 inmunofluorescencia indirecta para la Cx26, la Cx32 y la Cx43, en secciones

de testiculo de ratdn, encontraron que s6lo esta ltima se localizaba en las células de Leydig. Su expresion
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se corrobor6 también en cultivos enriquecidos en estas células (Pérez Armendariz et al., 1996). La
expresion de la Cx43 también se documentd por estudios de inmunoblots en los cuales se identificaron
bandas de 41 y 43 kDa, tanto en homogenados de testiculo como en preparaciones de células en cultivo
enriquecidas en células de Leydig. Estas bandas son semejantes a las caracteristicas observadas en los
homogenados del corazéon (Pérez-Armendariz et al., 1994 y 1996) que corresponden a la proteina de la

Cx43 defosforilada y fosforilada respectivamente.

ii) Evidencias electrofisiologicas de la expresion de 1a Cx43 en las células de Leydig adultas
Pérez-Armendariz et al., (1994) utilizando la técnica de doble fijacién de voltaje de pares aislados de
células de Leydig recién dispersadas, registraron las propiedades biofisicas de las uniones comunicantes
entre estas células. Estos autores encontraron que las corrientes macroscopicas 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 union promedio fue de 7.2 nS, el coeficiente de acople
calculado a partir del cociente de g /g, + g fue cercano a 1, lo cual indica que estas células estan muy
acopladas. La conductancia de union estacionaria normalizada, registrada de pares celulares, fueron
graficados con respecto al voltaje (Fig. 14).. Los parametros de la ecuacion de Boltzman utilizados para
ajustar esta curva fueron semejantes a los obtenidos cuando se grafica la conductancia de union de pares
de células deficientemente acopladas SKHep-1 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
caracteristicas macroscopicas y unitarias de las corrientes de union 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 union en pares aislados de células de Leydig, indican que

estas c€lulas expresan mayoritariamente canales de union comunicante formados con la Cx43.

iii)- Antecedentes sobre la regulacion de la expresion de la Cx43 y de la comunicacion intercelular
en las células de Leydig adultas

A fin de obtener mas informacion 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 comunicacién intercelular y la
expresion de la Cx43 se modulan in vitro. En este estudio, este grupo investigé si la Cx43 en las células de
Leydig es modulada por el principal estimulo fisiologico que regula la secrecion de testosterona in vivo,
especificamente la LH. Para ello sé registrd la expresion de la Cx43 por inmunofluorescencia y la

comunicacion 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 Gnicas células en el intersticio
que expresan receptores a la gonadotropina LH. También que la LH y la hCG actian sobre un mismo
receptor que esta acoplado a la adenilato ciclasa. En estos estudios encontraron que la fraccion del ntmero
de células de Leydig acopladas con el amarillo de Lucifer, decay6 de un 93% a las 8 hrs, a un 21% a las
36 hrs de cultivo. Correlacionado con este cambio, la expresion de la Cx43 a las 8 horas fue abundante
pero esta decayé importantemente en cultivos de 36 hrs (Fig. 15A y B). El decaimiento en estos dos
parametros se previno cuando los cultivos fueron mantenidos por 36 horas en presencia de sus principales
secretagogos, la LH y la hCG o su analogo segundo mensajero, el db-AMPc. De este estudio se concluye
que la principal hormona inductora de la estroidogénesis y de la secrecion de la testosterona, regula la
expresion de la Cx43 y la comunicacion intercelular en las células de Leydig. También indican que al
menos un 70 % de la comunicacion intercelular entre las células de Leydig, resulta de la expresion de
canales formados con la Cx43. Estos datos, aunados a los obtenidos de corrientes de unién entre pares
aislados de células de Leydig anteriormente mencionados, apoyan fuertemente que la Cx43 es la principal
conexina que intercomunica a estas células. También sugieren la relevancia fisioldgica de la Cx43 en la
regulacion de la secrecion de testosterona, que como veremos es consistente con los resultados de esta
tesis. En resumen, los trabajos de esta seccion indican que las uniones comunicantes y en particular las
formadas con la Cx43, pueden estar jugando un papel critico en la funcién testicular, tanto exocrina

(espermatogenesis) como enddcrina (esteroidogénesis).

iv) Heterogeneidad de las células de Leydig

Los experimentos previos indican la posibilidad de que las conexinas se requieran para igualar la
concentracion de metabolitos entre las células de Leydig debido a que son funcional y estructuralmente
heterogeneas. El analisis morfoldgico de las células de Leydig ha mostrado que existen poblaciones que
exhiben diversidad en tamaio, composicién de organelos y actividad metabdlica (Bhalla et al., 1987:
Hedger vy Eddy, 1987). Méas aun, los estudios de ensayo de placa también han dado evidencia de que hay
heterogeneidad funcional en la secrecion de testosterona que presentan las células de Leydig cultivadas
cuando estas son estimuladas con [a hormona gonadotropina coridnica humana hCG. Esto es, su capacidad
y curso temporal de respuesta para secretar androgenos en respuesta a una concentracion con hCG es
heterogénea (Pino & Vallada.res, 1992). Chase y Payne (1983) también han encontrado utilizando
gradientes de metrizamida, que pueden aislarse dos diferentes poblaciones de células de Leydig que
secretan tasas distintas de testosterona en respuesta a una misma dosis 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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expresion de receptores a LH, proteinas u organelos que son importantes en la sintesis y secrecién de la

testosterona.

iv) La Conexina 43 en la funcion testicular

Recientemente, se ha descrito que el raton homocigoto Knock-Out para la Cx43, sobrevive solo
durante la etapa fetal ya que muere por asfixia al nacimiento debido a una malformacién por falla
ventricular derecha (Reaume et al., 1995). En estos animales, se encontrd que el tamafio de las gonadas
tanto en hembra como en el macho, fueron significativamente mas pequeiias en comparacioén con las
observadas en las gonadas de la cepa silvestre. Esta observacion se encontré incluso en las etapas
tempranas del desarrollo gonadal. Las diferencias de tamafo, en parte, resulta de una disminucién en el
nimero de las células germinales en las goénadas de ambos sexos. No obstante, se desconocen los
mecanismos celulares que determinan estas alteraciones (Juneja et al., 1999) asi como se ignoraba si la
Cx43 se expresaba en las génadas fetales. Dada su relevancia para el desarrollo gonadal este ultimo
aspecto fue abordado en esta tesis (Ver resultados primera seccion).

Con la finalidad de analizar la consecuencia de la perdida de la Cx43 en el desarrollo testicular
postnatal. Roscoe et al., (2001) analizaron testiculos fetales deficientes en esta conexina de 17.5 dpc
transplantados en la capsula del rifion de animales silvestres (Roscoe et al., 2001). En principio, esta
técnica permite que el testiculo implantado esté vascularizado permitiendo que pueda desarrollarse.
Cuando compararon secciones de testiculos transplantados de animales control con secciones de testiculo
in situ. no encontraron diferencias en su desarrollo a las 3 semanas del transplante. En contraste, en
secciones de testiculos de ratones deficientes en la Cx43 trasplantados por 3 semanas, encuentran que los
tubulos de los mutantes tienen una disminucién en el namero de células germinales en comparacion con
los de la cepa normal o silvestre. Estos resultados sugieren que la falta de la conexina es suficiente para
alterar la proliferacion posnatal de las celulas germinales. En este trabajo también se concluye que |a falta
de esta conexina no altera la esteroidogénesis ya que los niveles de testosterona inducidos por la
estimulacion con LH por 4 hrs, no fueron significativamente distintos a los de animales silvestres, en los
testiculos de transplandados por 3 semanas. Dado que las investigaciones que he realizado en esta tesis

apuntan en otra direccion. Estos resultados seran discutidos adelante (ver discusion).
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FASE (8-12)

Figura 1.- En el siguiente esquema se
muestran los elementos celulares que
componen al testiculo. En el tibulo
seminifero se encuentran las células
germinales en diferentes estados de
diferenciacion. 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 aposicion
membranal de las células de Sertoli, los
complejos de unidon que componen a la
barrera hematotesticular.

ACROSOMA'Y

CAPUCHON
CEFALICO
CENTRIOLO
\ FILAMENTO
AUDAL
FASE (1-3) FASE (4-7)

CITOPLASMA
RESIDUAL

FASE 16

: T . >
LEYDIG CELL Junctional Complex

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 6 gonocito),
hasta la generacion de los espermatozoides
completamente maduros.
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A) . RAT, MOUSE. HAMSTER

Seminderous Tubule

interstitat
Lymphanc
Endothetum

Gap
Interstial Trgsua

GUINEA PIG, CHINCHILLA

Semnterous Tubute

Figura 2.- En el diagrama esquematico, se muestra la organizacion intersticial celular para el raton
y la rata (2 A) y para el cuyo y la chinchilla (2B). En el caso del ratén y la rata, los intersticios
presentan un volumen pequefio y hay poco tejido conectivo. En el caso de la organizacion
observada para el cuyo y la chinchilla, la diferencia observada con respecto a los intersticios de rata
y ratdn, es que el endotelio linfatico encierra completamente a las células de Leydig.
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Dias pospartum

Figura 3.- En la grafica 3 A, se muestra el curso temporal del porcentaje de células que incorporan
la marca de *H-timidina durante la ontogenia del raton. En la grafica 3B, se indica el curso temporal
del nimero total de células testiculares durante el desarrollo posnatal
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A)

[ n-nt v v vi vil Vit X X X1 NI
(Segun Oakberg, 1959 y Enders & Mayr, 1994)

B) Edad en dias | gonias | citos | Lep | Zig | P. | P.Int |P.Tard! M-I | Espermat
tem Y 1-8
MII

8-10 80 7 13

10-12 11.3 | 245 113|377 | 94 5.6 0

15-17 3.9 | 13.7]229 ) 285 | 308

17-19 1 0 7 | 145 22 47 3.5

22-24 2 30 12 36.6

(Segiin Nebel, 1962)

Figura 4 A.- Asociaciones de células germinales que se presentan en el ciclo del epitelio semunfem en el raton,
segim Oakberg (1956) y Enders & Mayr (1994). B= espermatogonia tipo B; PL.= espermatocitos en preleptotﬁno, L
= espermatocito en leptoteno; Z= espermatocito en cigoteno; PQ = espermatocito en paquiteno; D = diacinésis.

Figura 4 B.- Edad en la que son observados distintos tipos de células germinales durante el desarrollo posnatal. Los
numeros indican el porcentaje obtenido al contar €l tipo de células germinales observados en 108 tibulos
seminiferos en los dias del desarrollo posnatal especificados en la tabla. La meiosis no comienza sino hasta el dia 8
dpp. Ml =meiosis [; M [I= meiosis I1.
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LH
Es fundamental para la diferenciacion de las células de Leydig.

Regula a su propio receptor.

Es el principal inductor de la sintesis de testosterona.
Es un inductor fundamental del inicio de la espermatogénesis

junto a la hormona FSH.

Numero de células por testiculo (x 107

Mantiene y regula la expresion optima de las enzimas esteroidogénicas.
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FSH

Es fundamental para la diferenciacion y proliferacion de las células de Sértoli y de
Las células germinales durante el periodo posnatal.

Regula a su propio receptor.

Actua de manera sinérgica junto a la hormona LH, para regular algunas enzimas
esteroidogénicas.

Es fundamental para el inicio de la epsermatogénesis, junto a la hormona LH.

Regulan la expresion de los componentes que forman la barrera hematotesticular.

Figura 5.- En el esquema, se muestran tres graficas, en A se representa una grafica de la liberacion
de las hormonas LH y FSH durante el desarrollo posnatal del ratén. En B y C, se indican las
graficas del nimero absoluto de células testiculares durante el desarrollo posnatal del rat6n. Como
puede observarse, los niveles de las hormonas LH y FSH antes del dia 21 dpp, coinciden con el
incremento del nimero absoluto de células de Sértoli y de células espermatogoniales. En el caso de
las c€lulas de Leydig, un incremento en su niimero absoluto va asociado al principal incremento en
los niveles de las hormonas LH y FSH, lo cual sucede a partir del dia 21 dpp.
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Figura 6.- En las graficas se muestra el porcentaje de células de Leydig respecto al total de células
intersticiales en el desarrollo fetal y posnatal en el ratén (nimero relativo). Puede observarse que el
numero relativo de las células de Leydig observado en la etapa posnatal, decrece a un minimo a
partir del dia 3 dpp y hasta el dia 11, mas tarde, a partir de los dias 15- 21, ya hay un claro
incremento en el numero relativo de las células intersticiales y este incremento se correlaciona
temporalmente y sobre todo a partir del dia 21 dpp hacia delante, con el decremento de las células

mesenquimatosas.
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Figura 7.- En la grafica superior (a) puede observarse que la liberacion de la LH se encuentra
coordinada con la de FSH y que hay un periodo de inhibicion de la liberacion de estas
gonadotropinas hasta antes del dia 21 dpp en el ratén. En las graficas en (b), puede observarse que
el curso temporal de la liberacion de LH sérico (grafica superior) presenta fluctuaciones que son
paralelas a las encontradas para los andrégenos totales en el periodo posnatal (grafica inferior).

58




Neuronas
liberadoras

de GnRH HIPOTALAMO

~

GnRH
Neuron

GnRH Neuron

Sistema

Portahipofisiario MEDIAN

EMINENCE

Pituitaria
Anterior

LH FSH
Celulas de Leydig. Células de Sértoli
Testosterona Inhibina
Factores
Paracrinos

F'ig\,Jra'&- Di'fxgrama esquematico que muestra a las hormonas gonadotropicas liberadas por la
hipofisis anterior y sus células blanco, asi como el tipo de respuesta que produce.
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AS-38-HYDROXYSTEROIDS A4-3-KETOSTEROIDS

. Cz7
Ho Cholesterol
; P450scc
Ca1 °
HO Pregnenolone — Progesterone
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Figura 9.- Vias biosintéticas en las células de Leydig. P450 citocromo liberadora de la cadena Iaterali )
P450¢17 = Citocromo 17 o hidroxilasa/C,7.50 liasa; 3B-HSD = 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa /A™
isomerasa; 17-KSR/ 17B3-HSD. = 17 cetosteroide reductasa/ (17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa); P450
arom = citocromo P450 aromatasa; Sred = 5 o reductasa.
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Figura 10.- En la tabla A se muestran los tipos de conexinas hasta el momento clonadas. En la
figura B, se muestra la forma en que estan dispuestas los componentes membranales y los
conexones hexameéricos para formar los canales de unién comunicante, cada conexon esta formado

por seis subunidades proteicas de conexinas.
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Figura 11.- En esta figura se muestran micrografias de secciones finas de cortes
transversales de higado. En A, puede observarse la extension de las uniones comunicantes
en dos células que se encuentran en estrecho contacto. En B, a una mayor amplificacion,
puede observarse que en la zona de aposicién membranal hay una estructura pentalaminar,
esto sucede cuando la preparacion es procesada por tincién negativa. En C, puede
observarse una fina secciéon y nuevamente un corte transversal que indica una zona de dos
células en estrecho contacto, en donde puede apreciarse que con el método de tincién con
uranil acetato se obtiene una estructura heptalaminar. En donde sefialan las flechas se
indica un espacio de 2-3 nm. En D, se observa una criofractura que muestra una placa de
unidn comunicante, la cual presenta las tipicas prominencias que equidistan entre si 9 nm.
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Figura 12.- Diagrama esquematico 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 analisis de su secuencia de sus aminoacidos, 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 citoplasmatica y dos asas extracelulares ademas de cuatro
regiones transmembranales.
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Figura 13.- En el presente diagrama se muestra una gréafica en (A), e indica la liberacién de insulina
en las células beta del pancreas, inducida por la estimulacion con glucosa en células que han sido
disociadas y aisladas (single) 6 en las mismas células una vez que se han reagregado y re-
establecido en sus contactos intercelulares (coupled). En (B) se muestra graficos los cuales indican
que el porcentaje de la eficiencia secretoria es mayor en células reagregadas en comparacion con las
celulas aisladas.
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Figura 14.- En A se muestran los registros de las corrientes que pasan a través de los canales de
union comunicante, evocados al estimular dos células acopladas de Leydig con pulsos
despolarizantes e hiperpolarizantes obtenidos por el método de doble fijacién de voltaje en células
pares. En B, con los datos obtenidos a partir de estos registros, fue posible construir graficas de las
oconductancias estacionarias normalizadas vs el voltaje en mV, en donde se muestra que la conductancia se
modula a estimulos que oscilan entre los £ 80 y = 50 mV.
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Figura 15.- Las grafica A muestra como el porcentaje de comunicacién intercelular (CI)
decrece en condiciones de no estimulo 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 hormonas LH/ hCG o del AMPc, después de 36 horas de
iniciado el tiempo de cultivo. En ésta tltima puede observarse como la presencia de los

principales agonistas de las células de Leydig o de sus segundos mensajeros, evitan el
decremento de la comunicacidn intercelular. '
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Figura 16.- En la siguiente grafica puede observarse que al purificar y separar dos
poblaciones con diferente gradiente de densidad, éstas mantienen una funcionahdad
distinta, pues responden de manera desigual a la maxima estimulacion con hCG (ver texto).



Tabla | FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL TESTICULO EN DESARROLLO (Modificado de

Lamb, 1993).

Factor de Crecimiento

Célula testicular que lo expresa

Célula testicular receptora

) ]
Funcién

Factor de crecimiento
fibroblastico
(Fibroblast
factor)

growth

homogenado de testiculo de
ratas inmaduras
(prepuber).Espermatocitos en
paquiteno

No se conoce

Incrementa la proliferacion
de las células de Sértoli
inmaduras in vivo v in
vitro. '
Incrementa la sintesis de
testosterona inducida por
LH

Factor de crecimiento
similar a la insulina.
(IGE-D)

Células de Sértoli de I|4dpp.
Células de Leydig de 14 dpp.
Después de la tercera semana

decrece la inmunoreactividad.
Se expresa también en los
espermatogonios y

espermatocitos

Células de
Levdig/células de
Sértoli

Incrementa la sintesis de
testosterona inducida por
LH de céiulas de Leydig
nmaduras.

Incrementan la proliferacion
de células de Seértoli
inmaduras.

Factor de crecimiento
neuronal f3
(Nerve growth factor

B)

Espermatidas/espermatocitos en
preleptoteno

Células germinlaes

Posiblemente promueve la
espermatogenesis/ puede ser
un importante factor de
proliferacion en células
premeidticas.

Activina

Células de Levdig/ Células de
Sértoli

Células germinlaes

Ha sido implicada en
eventos de proliferacion y
diferenciacion de los gonocitos y
espermatogonias

Factor de crecimiento
epidermal.
(Epidermal
factor)

Growth

Células de Sértoli

No se conoce

La sialodenactomia (lo
cual remueve la fuente de
este factor) induce un
decremento del 50% enla
produccion de espermatidas.
La administracion de este
tactor restaura los niveles
normales de la
espermatogénesis.




Tabla 11.- Diferencias morfolégicas y funcionales entre las células de Leydig fetales y
de la poblacion adulta en el raton.

Pellinieni et al., (1996); Huhtaniemi, (1994) Rusell, (1996)

i Aspectos  morfolégicos v
funcionales de las células de
Levdig.

Células fetales

| Células poblacion adulta

[ Desregulacion de los receptores
de LH por estimulacién cronica
|con LH/hCG

No se presenta

Se presenta

{
i Produccion de testosterona

Si ,5 veces mas produccion que
en el adulto

Durante la etapa neonatal Y |

durante el estado adulto. |

Forma corta o completa del
receptora LH

Predomina la forma corta entre
eldiaEI3 v El4

En el adulto predomina la forma
completa.

Regulacion por LH o hCG

Solo al término del dia de

gestacion

A partir del dia 20 dpp

Mecanismo de retroalimentacion
entre la testosterona v la LH

No se tiene evidencia

Se tiene evidencia a partir del dia1;
20 dpp

Receptor a los androgenos

No se tiene evidencia

Se expresa a partir del dia 21 dpp

Tipo de asociacion Se encuentran como grupos | En la etapa adulta predominan en
dispersos el intersticio
inclusiones lipidicas St [ Si
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TABI.JA IIL- Caracterizacion morfolégica y funcional del linaje de las células de
Leydig adultas durante el desarrollo en rata. (Hardy et al., 1989; Rev: Benton et al.,

1999)
Atributos Células de Células de Células de
celulares Leydig Leydig Leydig Adultas
progenitoras Inmaduras

Actividad mitotica |Alta Se divide solo una | Probablemente
vez ninguna

Morgologia Fusiforme Redonda con gotas | Redonda sin gotas
de lipidos de lipidos

Reticulo Baja Alta Mas alta

endoplésmico liso

Sintesis de Baja Intermedia Alta

testosterona

Edad a la que es 21 dias 35 dias 90 dias

tipica

Numero de Bajo Intermedio Alto

receptores a LH

Nimero de Alto Alto bajo

receptores a los

androgenos

(Tomado de Benton et al., 1995)
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Resumiendo, los estudios anteriormente sefialados demuestran la importancia de la Cx43 para el
desarrollo del testiculo durante el periodo fetal y prepuberal. No obstante, no existia informacion
sobre la posible expresion de la Cx43 en el testiculo de ratén, antes del periodo de la pubertad. De.
ahi que se desconocen los mecanismos moleculares especificos de cémo la falta de esta conexina
induce estas alteraciones. Dada la falta de informacién al respecto, en la presente tesis nos
planteamos el contestar sin ambigiiedad las siguientes preguntas: ;Cual es la etapa m4s 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 expresion durante las etapas previas a la pubertad? si es asi
;en que tipos celulares ocurre esta regulacién? y finalmente ;Existe in vivo una correlacion entre la

expresion de la Cx43 con los cambios funcionales testiculares?
Hipotesis

1. Dado que el testiculo fetal de los ratones deficientes en el gen que codifica para la Cx43
presentan alteraciones en su tamaifio y en el nimero de células germinales, es posible que la

Cx43 se exprese en las células del cordén 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 tibulo seminifero durante la etapa prepuberal. Dado
que existen evidencias de que la Cx43 se expresa entre las células de Sértoli adultas del ratén
y que existen antecedentes de que la deficiencia de este gen previene la proliferacién de las
células germinales después del nacimiento en esta especie, es posible hipotetizar que esta
conexina se expresa durante el periodo neonatal cuando inicia la proliferacién germinal
postnatal. La expresion de la Cx43 en el testiculo neonatal no ha sido estudiada. En la

presente tesis se aborda este aspecto.

4. Dado que la comunicacién intercelular y la expresiéon de la Cx43 en las células de Leydig es
reguladas in vitro por la LH y el que la expresion de esta hormona presenta fluctuaciones
durante la ontogenia del ratén, es factible que la expresién de la Cx43 en las células de

Leydig también sea regulada in vivo durante el desarrollo embrionario y postnatal.
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OBJETIVOS:

1.

7.

Investigar la etapa mas temprana en el desarrollo testicular en la cual se expresa la Cx43.

Investigar el patrén de expresion de la Cx43 en el testiculo en el periodo fetal, neonatal y

prepuberal por el método de inmunofluorescencia indirecta en criosecciones de testiculo.

Investigar la distribucién célula-especifica de la Cx43 en el testiculo durante los periodos de

desarrollo mencionados en el punto anterior.

Investigar la posible regulacion de la expresion de la Cx43 en el cordén seminifero durante

los periodos del desarrollo fetal, neonatal y pre-puberal.

Investigar si la expresion de la Cx43 en las células de intersticiales de Leydig es regulada

durante el desarrollo fetal, neonatal y prepuberal.

Investigar si los cambios en la concentracion de testosterona intratesticular que ocurren

durante el desarrollo estan asociados a los cambios en la expresion de la Cx43 en las células
de Leydig.

METODOS.

Ver descripcion contenida en los articulos
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ABSTRACT

Multiple connexins have been identified in testicular cells. Several lines of evidences indicate
that, among them, connexin 43 (Cx43) may be unique for comtrol of gonad development and sper-
matogenesis. To date, however, it is not known whether Cx43 is expressed in the fetal testis and what
possible types of cellular interactions mediated by this connexin are critical to male fertility. In the
present work, expression of Cx43 was investigated at various developmental ages in cryosections from
mouse testis by using specific antibodies against Cx43. In serial or double-labeled sections, Cx43
localization was compared with immunocytochemical distribution of steroidogenic enzyme, 3R-hy-
droxysteroid dehydrogenase (33HSD), Mullerian inhibitory hormoene (MIH), and germinal nuclear
cell antigen (GCNA1), which are specific markers, respectively, of interstitial Leydig, Sertoli, and
germinal cells. Sections were analyzed by fluorescence microcopy. We found that Cx43 immunoflu-
orescence (II") was uniformly distributed in the undifferentiated gonad at 11.5 days post coitus (dpc)
and in cells of the mesonephric tubules. In the undifferentiated gonad, Cx43 was localized between
primordial germ cells and somatic cells. At 12.5 dpc, when the gonad has undergone sexual differen-
tiation, in the interstitium Cx43 was localized in Leydig cells and in the seminiferous cord it was
localized between adjacent Sertoli cells. In Leydig and Sertoli cells, Cx43 labeling increased at 14.5,
16.5, and 18.5 dpe. From day 12.5 up to 18.5 dpe, Cx43 was also localized in cell borders between
germinal and Sertoli cells. In conclusion, this study demonstrates that from the earliest stages of
gonadal development, Cx43 is expressed in the principal cell types that participate in the control of
male fertility. It also shows that Cx43 expression in Leydig and Sertoli cells increase during fetal life.
Finally, it provides evidence that, throughout embryonic life, Cx43 forms gap junctions between
Sertoli and germinal cells. Anat Rec 264:237-246, 2001.  © 2001 Wiley-Liss, Inc.

Key words: gonad; development; Leydig; Sertoli; germinal; differentiation;
proliferation; secretion; connexind3; fetal testis

Gap junctions are conglomerates of intercellular gap
junction channels, Gap junction channels allow the
transfer between adjacent cells of ions and second mes-
sengers such as Ca®?" (S8aéz et al,, 1989) and cAMP
(Tsien and Wiengart, 1974; Murray and Fletcher, 1984),
and possible morphogens. Connexins are the protein sub-
units of gap junction channels. In rodents, connexins are
encoded by a family of at least 15 genes. Homomeric and
heteromeric gap junction channels formed with this family of
connexins show specific functional properties (Bukauskas et
al., 1995; Oh et al,, 1999, Elenes et al., 1999).
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Previous studies have documented the presence of gap
junctions between fetal testicular cells (Nagano and Su-
zuki, 1978), but their molecular identity remains un-
known. In adult rodent testis, 12 connexins {(Cx) have been
described by Northern blot (Zhang and Nicholson, 1989;
Kadle et al., 1991; Haefliger et al., 1992; Hennemann et
al.,, 1992; Dahl et al., 1996; Mok et al., 1999; Manthey et
al., 1999) and by reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) studies (Risley, 2000). Specific spatial
distribution of Cx26, Cx31, Cx32, Cx33, Cx37 and Cx43
within the testis and the seminiferous tubule has been
determined by immuncflucrescence (IF) (Risley et al.,
1992; Tan et al., 1996; Mok et. al., 1999), Several lines of
evidence indicate that, among these connexins, Cx43 may
be critical for gonadal development and adequate control
of fertility. Cx43 is the only connexin known to be ex-
pressed in adult Leydig cells, by using immuneclogic (Ris-
ley et al., 1992; Pérez-Armendariz et al., 1994; Tan et al.,
1996, Mok et al., 1999, Steger et al., 1999; Batias et al,,
1999) and electrophysiological studies (Pérez-Armendariz
et al., 19894, 1996). In the mouse, its expression during
postnatal development is modulated in a biphasic manner
and 1s correlated with changes in intratesticular testos-
terone content (Brave Moreno et al., 2001). Alterations in
spermatogenesis in both human (Steger et al., 1999) and
mouse have been found to be associated with a decrease in
Cx43 expression in adult Sertoli cells (Batias et al., 1999).
Transgenic knock out (KO) mice for Cx31, Cx32, Cx40,
Cx46, and Cx50 show apparent normal fertility (Willecke
et al., 1899), whereas Cx43-deficient mice (Reaume et al.,
1995) show a severe decrease in germinal cell number
during embryonic life (Juneja et al., 1999). Moreover, the
substitution of the coding region of the Cx43 gene by
coding sequences of Cx40 or Cx32 is not sufficient to
prevent the decrease in germinal cells, and the remaining
gonocytes detected after birth do not differentiate to sec-
ondary spermatogonia (Flum et al., 2000). Recently, we
found that Cx43 forms intercellular contacts between
mouse germinal and Sertoli cells in newborns and at the
time of initiation of spermatogenesis (Bravo Moreno et al.,
2001), which may explain, at least in part, the loss of
spermatogenesis in Cx43-deficient mice. Here, we address
whether Cx43 is expressed in mouse embryonic testicular
cells. The results presented here demonstrate that Cx43 is
expressed and modulated in the main cell types that par-
ticipate in the control of male fertility during embryonic
life. We also show that Cx43 forms heterocellular contacts
between Sertoli and germinal cells throughout fetal life.
The possible functional significance of these interactions
and their changes during embryonic life is also discussed.

METHODS
Animals

CD1 mice were maintained and handled in accordance
with the International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals, as promulgated by the Soci-
ety for the Study of Reproduction. Female breeders show-
ing a vaginal plug the next day after mating were consid-
ered to be at day 0.5 of pregnancy. Animals were
anesthetized with CO, and then killed by decapitation.
Testes were microdissected, embedded in Tissue Tek, im-
mersed in cryopreservative, and frozen in liquid nitrogen.

PEREZ-ARMENDARIZ ET AL,

Antibodies

Two previously characterized rabbit polyclonal antisera
against unique peptide sequences of Cx43 were used
{Bravo Moreno et al., 2001). Briefly, one was an affinity
purified antibody from Zymed (San Francisco, CA; catalog
no. 71-0700). The second was antiserum F100, generated
in our laboratory against a highly purified synthetic pep-
tide correspending to the specific sequence of amino acids
(aa) 346 to 363 of mouse Cx43 carboxy terminus {Cx43
(346-363)]. A third antibody used was a monoclonal anti-
Cx43 MAB3068, generated against another specific se-
quence {aa 252-270) of Cx43 {Chemicon, Temecula, CA).
All three antibodies against Cx43 recognize characteristic
bands of 40-45 kDa after Western immuncblotting of pro-
teins from homogenates of testis and heart, and of Hela
cells transfected with Cx43 but not with Cx40 or the
transfection vector itself (Bravo Moreno et al., 2001). Two
different specific polyclonal antibodies against the steroi-
dogenic enzyme 3pHSD, a marker of Leydig cells, were
used (Dupont et al., 1993; Keeney et al., 1993). A previ-
ously characterized polyclonal antibody against Mullerian
inhibitory hormone (MIH), a marker of Sertoli cells (Rey
et al., 1996), and a monoclonal IgM antibody against a
mouse germ cell nuclear antigen (GCNAL) (Enders and
May, 1994) were also used.

Immunocytochemical Localization of Cx43,
3BHSD, MIH, and GCNA1 Antigens

Cryosections of 10-12 wm were processed as previously
described (Pérez-Armendariz et al., 1994). Briefly, sec-
tions were fixed in 70% ethanol at —20°C; rinsed with
phosphate buffer saline (PBS), pH 7.3, 1 mM CaCl,, and
preincubated in 2% albumin IgG-free, 0.1% Triton X-100
in PBS. For single labeling, tissue sections were incubated
with antibody 71-0700 (1:100), F100 (1:250), or anti-
3RHSD (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 reom temperature, washed, and
mounted by using a fluorescence protector medium (Vecta
Shield, Burlingame, CA), observed under phase contrast
and fluorescence microscopy (Olympus-1X70) and photo-
graphed. For double-labeling experiments, tissue sections
were incubated overnight at 4°C with polyelonal antibod-
ies against 3HSD or MIH (1:100) or with undiluted su-
pernatant containing monoclonal antibody against
GCNAL. Sections were then washed and incubated for 1
hr with FITC-labeled goat anti-rabbit 1gG or anti-mouse
1gM (Zymed), respectively. Sections were washed again
and incubated for 2 hr with MAB3068 against Cx43 (1:
1007. After washings, tissue sections were incubated with
rhodamine-conjugated goat anti-mouse IgG (Pierce, Rock-
ford, IL) for 1 hr. The same field of the section was ana-
lyzed sequentially under fluorescein and rhodamine exei-
tation filters. Monochromatic digitized images at each
excitation wavelength were obtained by using a Ham-
matsu digital camera (ORCA) and Metamorph software
(Universal Imaging, West Chester, PA). By using the
same software, images were superimposed and color en-
coded automatically. Green was used to color fluorescence
emitted by 3BHSD- or MIH-labeled cells. Red was used to
color fluorescence emitted by Cx43 and blue was used to
color fluorescence emitted by GCNA1-labeled cells. Pho-
tomicrographs of images shown for each developmental
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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 after incubation with two specific
polyclonal antibodies against Cx43: (A,B) 71-0700, and (E) F100, with a
(C) polyclonal antibody against 3B-hydroxysteroid dehydrogenase
(3BHSD) (Dupont 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 from 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 been 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 (dpe) (re-
viewed in Merchant-Larios and Moreno Mendoza, 1996).
Cx43 is expressed at the very earliest stages of gonadal
development. As shown in Figure 1A 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) after its incubation with 71-0700 (B) or F100
(E) anti-Cx43 antibodies. At 12.5 dpc, male differentiation was docu-
mented by identification of cells positive for (C) 3BHSD, a marker of
Leydig cells, and for (D) 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 F100, or
(H) antiserum F100 preadsorbed with the antigenic peptide Cx43 (346-
363). Scale bar = 75 pm 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
developmental stage, the pattern of Cx43 expression is
independent of the animal’s sex. At 12.5 dpc, male differ-
entiation was evidenced by identification of 3HSD (Fig.
1C) and MIH (Fig. 1D), which are, respectively, markers of
Leydig and Sertoli cells. In parallel sections marked with
the antibodies 71-0700 (Fig. 1B) and F100 (Fig. 1E), Cx43
labeling was found to be uniformly distributed in the
gonad. The specificity of Cx43 labeling was further con-
firmed, because no labeling was detected in testicular
sections incubated with FITC-secondary antibodies alone
(Fig. 1F), preimmune serum F100 (Fig. 1G), or with anti-
serum F100 preadsorbed with the antigenic peptide Cx43
(346-363) (Fig. 1H).



Fig. 2. Expression of connexin 43 (Cx43) in the interstitial space
increases during fetal development. Phase contrast (A,C,E,G) and fluo-
rescent (B,D,F,H) photomicrographs of testicular sections obtained after
incubation with anti-Cx43 antibody 71-0700. Interstitium. A,B: At 13.5
dpc, Cx43 immunofluorescent (IF) labeling is found in spindle-shaped
interstitial cell clumps that surround the seminiferous cords (arrow-
heads). C,D: At 14.5 and (E,F) 16.5 dpc, there is a progressive increase
in the size of interstitial Cx43-positive cell aggregates (arrowheads),

reaching a maximum at (G,H) 18.5 dpc, at the end of embryonic life. E,G:
Under phase contrast, Cx43-positive labeled clumps show lipid drop-
lets. As the size of the cell clumps increases, lipid droplets become more
apparent and Cx43-IF labeling becomes more intense. Seminiferous
cords. A,B: At 13.5 dpc, (C,D) 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 of the
seminiferous cords. Scale bar = 150 pm in A-H.
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Fig. 3. Increase in 33-hydroxysteroid dehydrogenase (3BHSD) ex-
pression during fetal development. Fluorescent photomicrographs of
testicular sections obtained with antibody against 3HSD (Dupont et al.,
1993). A: At 12.5 days post coitum {dpc), cell clusters and isolated
3BHSD-positive cells are already found. 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, cell lipid
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 3BHSD-positive cell 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 major increase in 3HSD-
positive cells was found in the center of the gonad, and
later (16.5-18.5) positive cells 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 3BHSD 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-3BHSD antibody. Figure 4 shows digitized images of
testicular sections at 12.5 (A), 14.5 (B), 16.5 (C), and 18.5
dpc (D), where Cx43 was unambiguously localized in
3BRHSD-positive cells. Density of Cx43-IF dots in Leydig
cells increased with age. Cx43 was not detected in other

size of 3BHSD-positive cell aggregates increase markedly, and particu-
larly in the central part of the gonad. C: At 16.5 dpc, 3BHSD-positive
cells are uniformly distributed between the seminiferous cords of the
gonad. D: At 18.5 dpc, the number and size of 3BHSD-positive clumps
reaches its maximum. Scale bar = 300 wm in A-D.

neighboring cells (Fig. 4, asterisk). Nonetheless, in some
sections, Cx43 was found at cell borders between 3pHSD-
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 well 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 MAB3068 against Cx43 and with poly-
clonal antibodies against MIH. Figure 5 shows testicular
sections at 14.5 (A), 16.5 (B), and 18.5 dpc (C,D). At all
ages, MIH-positive or Sertoli cells were found in the sem-
iniferous cords. As age increases, a larger number of MIH-
positive cells were localized at the periphery of the cords.
Antibody against MIH also stained cytoplasmic projec-
tions that extend from Sertoli cells to the center of the
seminiferous cord, surrounding MIH-negative cells, with
large nuclei and prominent nucleoli characteristic of ger-
minal cells (Fig. 5A,B,D). Cx43-IF-labeled cell borders
between adjacent Sertoli cell bodies. Cx43-1F dot number
increased with age (Fig. 5 arrows). Cx43-IF dots were also
found in the Sertoli cell-cytoplasmic projections that sur-
round central gonocytes or 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 monoctonal antibody
against Cx43 MAB3680 (red) and with a polyclonal antibody against
3B-hydroxysteroid dehydrogenase (3BHSD) (green) (Keeney et al., 1993).
At (A) 12,5, (B) 14.5, (C) 16.5, and (D) 18.5 days post coitum (dpc),
Cx43-immunofluorescent dots are localized in the cytoplasm but mainly

heads and inserts). Labeling at this last localization sug-
gests that Cx43 may form gap junctions between Sertoli
and germinal cells. To further investigate this possibility,
parallel sections were double labeled with MAB3068 and a
monoclonal antibody to GCNAL. From day 11.5 dpc, the
number of germinal or GCNAl-positive cells increased
(Fig. 6A). From day 14 dpc, GCNA1l-positive cells were
mainly distributed in the center of the seminiferous cord
(Fig. 6C-E). Cx43 was localized between adjacent
GCNAl-negative cells localized at the periphery of the
seminiferous cord. Cx43-IF dots were also localized at cell
borders between cells negatively and positively stained
with antibody against GCNA1 (Fig. 6, arrowheads). This
Cx43 localization was observed in the undifferentiated
gonad at 11.5 dpc (Fig. 6A), at the earliest stages of sexual
gonad differentiation on day 12.5 post coitus (Fig. 6B) and
thereafter at 14.5, 16.5 (Fig. 6C,D) up to the end of em-
bryonic life at 18.5 dpc (Fig. 6E). No apparent difference in
the size or density of Cx43 IF-dots between germinal and
Sertoli cells was detected during fetal life.

at cell membrane appositions between adjacent 3HSD-positive cell
ciumps. No Cx43 tabeling was detected in other interstitial cells sur-
rounding 3RHSD-positive clumps, probably mesenchymal and fibro-
blasts cells (asterisk). Nonetheless, in some sections (C ), Cx43 was
found at cell borders between 3BHSD-positive and negative cells (ar-
row). Cx43 is also seen in 3BHSD-negative cells from the seminiferous
cords (SC). Scale bar = 30 um 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 gonadal developrment besides control of sper-
matogenesis because, by using highly specific antibodies
(Bravo Moreno et al., 2001), it was demonstrated that (1)
at 11.5 dpe, Cx43 mediates heterocellular contacts be-
tween precursor germ cells, identified with GCNA1 anti-
bodies, and precursors of somatic cells, presumably pre-
Sertoli cells; (2) after gonad sexual differentiation, there
are Cx43-mediated contacts between germinal and Sertoli
cells 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 differentiation at 12.5 dpc and that, in
both cell types, its expression increases during fetal life.



CONNEXIN 43 EXPRESSION IN FETAL MOUSE TESTICULAR CELLS

Fig. 5. Connexin 43 (Cx43) increases in Sertoli cells during fetal
development. Digitized images obtained from fetal testicular sections
double labeled with monoclonal antibody against Cx43 MAB3680 (red)
and with antibodies against Mullerian inhibitory hormone (MIH) (bright
green) at (A) 14.5, (B) 16.5, and (C,D) 18.5 days post coitum (dpc). As age
increased, a larger number of MIH-positive cells were localized at the
periphery of the cords (A,B.D). Antibody against MIH also stained cyto-
plasmic projections that extend from Sertoli cells to the center of the

The enzyme 3BHSD is an essential component for the
biosynthesis of all biologically active steroids, including
androgens. Different isoforms of 3BHSD enzyme have
been identified in mouse testes (Keeney et al., 1993). Neo-
natal testes only express the type I isoform, whereas adult
testes express type I and type VI (Baker et al., 1999). It is
likely that both isoforms arce recognized by the two anti-
bodies against 3HSD used in the present study. We have
previously found that antisera also detected 3HSD-pos-
itive cells at different ages of postnatal development (Bra-
vo Moreno et al., 2001). Immunoblot studies are required
to confirm this aspect.

Connexin 43 has been found in guinea pig Leydig cells
at the end of embryonic life (Pelletier, 1996). In the
present study, we provide cvidence suggesting that pre-
cursors of Leydig cells express Cx43. Moreover, we dem-
onstrate that Cx43 is also expressed in mouse Leydig cells,
at their earliest stage of differentiation at 12.5 dpc, and
thereafter during fetal life. Increase in Cx43 expression in
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seminiferous cord. surrounding MiH-negative cells, with large nuctei and
prominent nucleoli characteristic of germinal cells (A,B,D). Cx43-labeled
cell membrane appositions between adjacent Sertoli cell bodies; the
number of Cx43-immunofluorescent dots increased with age (arrows).
Cx43-IF dots were also found in the Sertoli cell-cytoplasmic projections
that surround central gonocytes or germinal cells (arrowheads and in-
serts). Scale bar = 30 um in A,B.D, 16 um in insets, 80 pm in C.

the interstitium during embryonic life results from
changes in its expression in Leydig cells, because it is
temporally and spatially correlated with the increase in
3BHSD-labeled cells detected in parallel sections at all
embryonic ages studied. Moreover, Cx43 was unambigu-
ously localized in 3HSD-positive cells in double-labeled
sections at all fetal ages. Cx43-IF labeling was not de-
tected in the other interstitial cells that surround 3 HSD-
positive cells. However, detection of Cx43 at cell borders
between negative and positive 33HSD-positive cells raises
the possibility that Leydig cells may form homomeric or
heteromeric gap junctions with fibroblast, mesenchymal,
or Leydig cell precursors.

Testosterone release during fetal life is critical for male
differentiation. Intratesticular testosterone content in-
creases progressively from day 14 dpc up to the end of
embryonic life (O’'Shaughnessy et al., 1998). In the present
work, we demonstrated that, temporally correlated with
this change, there is an increase 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, GCNAT1 (blue). From day 11.5 days post coitum (dpc) (A), the
number of germinal or GCNA1-positive cells increased. From day 14 dpc
(C-E), GCNA1-positive cells were mainly distributed in the center of the
seminiferous cord. Cx43 was localized between adjacent GCNA1-neg-
ative cells localized at the periphery of the seminiferous cord. Cx43-

3RHSD-positive cell aggregates as well as in their expres-
sion of Cx43. We have also described recently the temporal
correlation between these three parameters during post-
natal life (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, or both.

An increase in gap junction plaques has been 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-

immunofluorescent (-1F) dots were also localized at cell borders between
cells negatively and positively stained with antibody against GCNA1
(arrowheads). This Cx43 localization was observed in the undifferenti-
ated gonad at 11.5 dpc (A), at the earliest stages of 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 of Cx43-IF dots between
germinal and Sertoli cells was detected during fetal life. m = mesone-
phros g = gonad. Scale bar = 30 pm in A-E.

dine-labeling index between 16.5 and 18.5 dpe, at the end
of embryonic life (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 life may result from their cell membrane closer ap-
position and might have an effect on the production or
liberation of secretory products.

Previous morphologic studies in mouse testis have
shown that after day 14.5 dpc gonocytes are localized at
the center of seminiferous cords cells (Vergoween et al.,
1991) and that 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-TF-labeled dots in MIH-positive cytoplasmic projec-
tions surrounding MIH negative cells, with large nuclei
and prominent nucleoli, characteristic of germinal cells,
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
GCNA1l-positive and -negative cells at all embryonic ages
in parallel sections. Because only Sertoli and germinal
cells form the seminiferous cords (Orth, 1982), it is safe to
conclude that there are homomeric and/or 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 cells 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 also 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 (Xie et al., 1997,
Kanemitsu et al., 1998, Andrade-Rozental et al., 2000,
Wilson et al., 2000). Cx43-deficient mice 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
and/or 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 specific. At different postnatal ages Cx43 localization was compared in serial or double labeled
testicular cryosections with immunocytochemical distribution of steroidogenic enzyme, 3 Bhidroxysteroid-dehydrogenase
(38HSD), Mullerian inhibitory hormone (MIH), and germinal nuclear cell antigen (GINCAL), which are specific markers of
interstitial Leydig, Sertoli and germinal cells, respectively. In the interstitium, round cell clumps (RCC) with lipid droplets
positive for 3BHSD 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 38HSD-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 38HSD was found that continued at 24, 26 and 28 days and reached a maximum at
35 and 60 dpp. Biphasic expression of interstitial Cx43 and 38HSD 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 cells (MIH positive) localized at the periphery, as well as in their cytoplasm projections that
surround centrally localized gonocytes. From days 3 to 7, Cx43 labeling increased in Sertoli cells mainly at their apical border. At
day 14, Cx43 distribution in Sertoli cells changed from apical to basal in parallel to migration of germinal (GNCA1-positive) cells
from the periphery to the center of the SC. At all these ages, Cx43 was also localized at cell borders between Sertoli and germinal
cells. In conclusion, 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 period. 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, Inc.

Key words: development; Cx43; Leydig; Sertoli; germinal; differentiation; proliferation; secretion

Gap junctions are conglomerates of intercellular chan-
nels formed by a family of homologous proteins termed
connexins. They allow transfer of ions and second messen-
gers such as Ca?* (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).

Leydig cells have gap junctions (reviewed, Russell,
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; Varanda and de Car-
valho, 1994). Cx43 is the only connexin described in the
interstitium so far. It has been localized in peritubular
cells and in rodent (Batias et al., 1999; Pérez Armendariz
et al., 1994; Pelletier, 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 cells: 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 cell 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
¢) 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 L.C
function. They activate the same receptor, stimulate ade-
nylate cyclase and produce an increase in intracellular
cAMP levels, [cAMP]i. Elevation of [cAMP]i 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 developmentally
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 cells there is no
evidence that changes in interstitial Cx43 labeling occur
exclusively in Leydig cells.

In rodent tubular cells, mRNA for 12 different connex-
ins has been identified (see Batias et al., 2000), eight in
Sertoli and nine in germinal cells (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 decreased Cx43

expression in adult Sertoli cells. 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 developmental stage.

In the present study, we investigated whether Cx43 is
developmentally regulated in LC by comparing the spatial
distribution and temporal correlation of Cx43 with 3gHSD
expression, as well as with intratesticular testosterone
content. Additionally, we investigated if Cx43 is expressed
and regulated in Sertoli and germinal cells at early post-
natal developmental times.

METHODS
Animals

CD1 mice were maintained and handled in accordance
with the International Guiding Principles 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 (0, 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 most. Animals were anesthe-
tized with CO, 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, C4; Cat.
No. 71-0700). A serum, F100, was generated in our labora-
tory according to the procedure of Traub 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) of Cx43 (Chemicon, Temecula, CA) was also used.
Polyclonal antibodies against Mullerian inhibitory hormone
(MIH) (Vigier et al., 1985) and steroidogenic enzyme 3HSD
(Dupont et al., 1993; Mason et al., 1993) were kindly donated
by Drs. N. Josso, V. Luu-The, and I. 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,
3BHSD, MIH and GCNAI1 Antigen

Cryosections of 10—12 wm were processed as previously
described (Pérez-Armendariz et al.,, 1994). Briefly, sec-
tions were fixed in 70% ethanol at —20°C; rinsed with
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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) monocional antibody MAB3068, (C) polyclonal antibodies F100
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phosphate buffer saline (PBS), pH 7.3, 1 mM CaCl,, and
preincubated in 2% albumin IgG-free, 0.1% Triton X-100
in PBS. For single labeling, tissue sections were incubated
with antibody 71-0700 (1:100), F100 (1:250) or anti-
3BHSD (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 fluorescence protector medium (Vecta Shield, Burlin-
game, CA), observed under phase contrast and fluores-
cence microscopy (Olympus-1X70) and photographed. For
double labeling experiments, tissue sections were incu-
bated overnight at 4°C with polyclonal antibodies against
3BHSD or MIH (1:100) or with undiluted supernatant
containing monoclonal antibody (IgM) against GCNA1.
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 fluorescein- 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, PA). Using the same software,
images were superposed and displayed in pseudocolor.
Green was used to represent fluorescence emitted by cells
positive for 38HSD or MIH. Blue and red were used to
code fluorescence of GNCA1 and Cx43 labeling, respec-
tively. Micrographs of images 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, protease inhibitors (200 wg/ml soybean trypsin in-
hibitor, 1 mg/ml benzamidine, 1 mg/ml aminocaproic acid
and 2 mM PMSF) and phosphatase inhibitors (20 mM
Na,P,0, and 100 mM NaF). Immunoblots were performed
as described previously (Sdez et al., 1997). Briefly, 50 ug
(heart homogenates) or 150 g (testis and HeLa cells) of
protein were separated in 8% SDS-PAGE and electro-
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against peptide Cx43 (346-363), and (D) 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 HelLa 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 (Sdez et al.,
1997). Cx40 and Cx43-transfected HeLa cells (Elfgang et
al., 1995) were kindly provided by Dr. Klaus Willecke,
Institute fiir Genetik, Universitdt Bonn, Germany.

Testosterone Determination

Steroidal compounds were extracted from homogenized
gonadal tissue from 10-15 individual mice of the same age,
with diethyl ether. After solvent evaporation to dryness,
extracts were resuspended in PBS and testosterone was
determined in duplicate aliquots by a liquid phase radioim-
munoassay (Sufi et al., 1986). Sensitivity of the assay was
6.8 pg/ml with a coefficient of variation of 3.6%. Data anal-
ysis was performed using a four 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 HelLa cells transfected with Cx43, but not in HelLa
cells transfected with Cx40 or with the expression vector
alone. These bands correspond to nonphosphorylated (NP)
and several phosphorylated (P) forms of Cx43 (Sdez et al.,
1997). The different banding patterns obtained with the
various antibodies reflects 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 immunofiuorescence (IF) 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-D, F)
Fluorescent micrographs of sections from adult mouse testes obtained
after incubation with antibodies (A) 71-0700, and (B) F100. 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 tubule (arrow). No

and F100 (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 F100 (Fig. 2C) or with FITC-secondary
antibodies alone (Fig 2D). Furthermore, the reactivity of
antiserum F100 was eliminated by adsorption with the
antigenic peptide Cx43 (346-363) (Fig. 2E,F). None of the
anti-Cx43 antibodies used in immunocytochemical studies
labeled liver sections (not shown).

Expression of 3-Hydroxy-5-Ene Steroid
Dehydrogenase/°~* Isomerase (3HSD) During
Postnatal Development Is Biphasic

The enzymatic complex 3BHSD is an essential compo-
nent for the biosynthesis of all biologically active steroids,
including androgens. In testicular sections of newborn
animals, cells expressing 3HSD were organized in round
cell clumps (RCC) of large (>10 cells), medium (4—10) and
small size (<4) at several intertubular areas (Fig. 3A). At
3 days postpartum (dpp), the size and number of 3gHSD-
positive RCC decreased, particularly in the central part of
the testis. In addition, elongated 3BHSD-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 3BHSD-positive cells increased (Fig. 3D). At
21 dpp, small RCC were again detected at most intertu-

labeling was found in tissue sections incubated with (C) preimmune
serum F100, (D) secondary antibody alone, or (F) antiserum F100 pre-
adsorbed with peptide Cx43 (346-363). E: Phase contrast micrograph of
(F). Scale bar = 150 um.

bular areas (Fig. 3E). Thereafter the size of 3HSD posi-
tive RCC increased progressively at 26 (Fig. 3F) and 28
dpp (Fig. 3G), to reach a maximum at 35 (Fig. 3H) and 60
dpp (Fig. 31). Most 3BHSD-positive cells exhibited lipid
droplets under phase contrast microscopy (Fig. 3). The
intensity of staining in 38HSD 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 3HSD 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
3BHSD-positive cells (see above). Round cell aggregates of
various sizes were unambiguously identified as L.C in dou-
ble-labeled sections stained with antibodies to Cx43 and
3BHSD. At birth, Cx43 IF-dots were found in the cyto-
plasm but mostly at cell membrane appositions (Fig. 5A).
Interstitial cells surrounding 3HSD-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 33HSD during postnatal development.
Fluorescent micrographs of testicular sections obtained with an anti-
body against 38HSD (Dupont et al., 1993). A: After birth, large (>10
cells), medium (4-10 cells) small (<4 cells) cell clusters and isolated
3BHSD positive cells were frequently found. B: At 3 and (C) 7 dpp, the
size of 3BHSD-positive clumps progressively decreased whereas iso-
lated elongated cells became apparent. D: At 14 dpp 3BHSD-positive

cell number slightly increased. E: From day 21 dpp, small 38HSD 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 at (H) 35 dpp, and () 60 dpp. Notice that within the same
section, the intensity of staining varied between the different intertubular
areas; usually the Jarger the cell clump, the more intense the 38HSD
reaction was. Scale bar = 300 pm.
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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 3BHSD (Mason et al., 1993) (green). A: At birth, Cx43
labeling was localized mostly in cell membrane appositions in 3BHSD-
positive cell clumps. Other interstitial cells surrounding 38HSD positive

in the interstitium decreased progressively. Cx43 IF-dots
were abundant in some 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, !, 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-labeling was found in interstitial
round cell clumps that showed lipid droplets at phase contrast (arrow-
heads). At 7 (C,D) and 14 dpp (E,F), Cx43 decreased and most intertu-
bular areas were not labeled (see also Fig. 5). From day 21 (G,H) size of
RCC (arrowheads) and Cx43 labeling increased progressively at 26 (1,J)
and 28 dpp (K,L), reaching its maximum at 35 (M,N) and 60 dpp (O,P).
Tubule. A,B: At birth, Cx43 labeling was intense in the periphery and
reduced in the center of the seminiferous cords (SC). C,D: At 7 dpp,
strong Cx43 reaction was found mainly in the center of the SC. E F: At
14 dpp, SC were heterogeneously labeled. Three main patterns of Cx43
labeling were found (T1, T2 and T3), classified according to localization
of their strongest Cx43 reaction. See Figure 7 for detailed description of
these different Cx43 labeling patterns. G-P: From the 21st dpp onwards,
Cx43 IF-dots were found at the luminal compartment. In addition, more
delineated labeling was found in the basal third of the tubule, within the
area of the junctional complex localization. At this last localization,
intensity and distance of Cx43 reaction with respect to the limiting
border varied between tubules of the same section. Scale bar = 150 um.

clumps, probably fibroblasts, were not labeled. B,C: At 7 and 14 dpp,
size of 3BHSD-positive cell clumps decreased and Cx43 labeling was
reduced. D: In adult testicular sections abundant Cx43 labeling was
again detected mainly at cell membrane appositions between 3HSD-
positive cells. Tubules (T) are strongly labeled with antibodies to Cx43
but not with anti-3gHSD. Scale bar = 35 pm.

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 3HSD-
positive cell clumps there was an important decrease 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. 41,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-I1F-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 Conecentration

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 fluctuation in intratesticular testosterone content
during postnatal development. Testosterone content was measured by
liquid phase radicimmunoassay after diethyl ether extraction of the
homogenized tissue. Each value represents the mean and SE of testos-
terone levels in testes from 10-15 individual animals. Testosterone
values in pg/mg of protein are 108.7 = 16.3 at birth, 42.6 = 174 at 7
dpp, 3.7 = 0.5at 14 dpp, 4.3 = 0.9at 21 dpp,20.2 * 5at 25 dpp, 26.3 =
9 at 26 dpp, 29.1 = 10 at 28 dpp. 78.9 + 18 at 35 dpp and 301.5 * 102
at 60 dpp. Samples corresponding to 14, 21, 25, and 26 dpp are
significantly lower when compared with those from 0, 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/mg) and 60 dpp
(301.5 pg/mg). The testosterone content of samples col-
lected on days 14, 21, 25, 26, was statistically significantly
different from that at 0, 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 cells. Mouse germ cell nuclear antigen, GNCA1,
a common marker of the germ cell lineage, is known to be
abundant in nuclei of prespermatogonia (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-labeled 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 cells.

During the first week of life, gonocytes migrate from the
center to the periphery of the SC. At this latter region they

proliferate (Vergoween et al., 1991) and by the end of the
week most of them have differentiated to spermatogonia
(Nebel et al., 1961). Sertoli cells continue their prolifera-
tion and change from a round to a droplet shape (Vergo-
ween et al., 1991). Here we found that associated with
these events, expression of Cx43 changed in SC cells. In
double-labeled 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 GCNA1l-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 occasionally (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).
Spermatogonia cells have differentiated up to their
pachytene spermatocyte 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 patterns of Cx43 expression in the SC
were found. In type one (T1), intense Cx43-1F 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 of the
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 abundant GCNA1-positive cells were
found in the center of the SC. In type IT and type III SC, tiny
Cx43 IF dots were also found between GCNA1-positive cells
localized at the center (Fig. 7E; 4E,F). In the three different
patterns of Cx43 expression in the SC, labeling was found at
cell borders between negative and GNCA1 positive cells (Fig.
7, arrowheads).

From 21 dpp onwards, after the formation 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 also modu-
lated during the neonatal and prepubertal period. Evi-
dence suggesting that Cx43 forms gap junctions between
Sertoli and germinal cells before and at the time of initi-
ation of spermatogenesis is also provided.

Immunofluorescent staining of testis truly reflects 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 from testicular sections double-labeled 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 found in cell membrane appositions at the lateral borders
of 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 identified with antibodies against germ
cell nuclear antigen (GCNA1). Cx43 IF-dots were frequently found be-
tween them (arrowhead). Cx43 localization shown in A and B indicates
the presence of Cx43-gap junctions between cytoplasmic Sertoli cell
projections and gonocytes. C: At 3 dpp, Cx43 increased in the center of
the SC, and some GCNA1 cells were localized in the periphery. D: At 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 F100 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 (Saez et al; 1997); ¢) no labeling was de-
tected in liver sections with these antibodies; d) labeling of
LC and tubular cells by antiserum F100 was eliminated
by prior absorption with the immunogenic peptide; e) the

C

dpp, Cx43 was intense in the center of the SC. At the periphery, abun-
dant and closely packed GNCA1-positive cells were found. Between
them, Cx43 IF-dots were found infrequently (arrow). A higher magnifica-
tion of this area is shown in the insert. E: At 14 dpp three different
patterns of Cx43 expression in the SC were found. In type one (T1),
intense Cx43-IF labeling was localized in the center of the SC- and
GNCA1-positive cells were localized in the periphery. In type two (T2),
intense Cx43 reaction was localized in the middle of the SC, and
GCNA1-positive cells were found 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 of the SC and abundant GCNA1-positive
cells were found in the center. In the three different patterns of SC-Cx43
labeling, Cx43 was found at cell borders between GNCA1-negative and
GNCA1-positive cells (arrowheads). See also Figure 4F for lower scale
micrographs of this developmental age. Scale bar = 30 pm.

pattern of Cx43 expression shown here by IF in adult
animals is similar to that previously reported by others
(see Introduction); and f) our description of the 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 because it was found to
be temporally correlated with 3HSD expression and in-
tratesticular testosterone content along all postnatal de-
velopment. Moreover, Cx43 was unambiguously localized
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in 3BHSD-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,
3BHSD 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 expression 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 3BHSD expression and by the finding that modulation
in Cx43 expression is an early event in Leydig cell devel-
opmental changes. Downregulation during neonatal and
prepubertal life was found to occur in parallel with a
decrease in 3BHSD expression, and Cx43 upregulation
observed during puberty preceded both the main increase
in 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 mice that die early after birth from heart failure
(Reaumne 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 mice
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 hefore 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 0, 3, 7 and 14 days
of age. It is also indicated by the occasional detection of
Cx43 between adjacent GCNAl-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 (Batias 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 period. 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 of the 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-1 (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 the tight junction
protein ZO-1 with Cx43 has been documented (Batias et
al., 1999). Thus, it is likely that the heterogenous distribu-
tion of Cx43 between SC detected here at 14 dpp may reflect
a redistribution of this connezin 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 within
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
this connexin may contribute to the regulation of Cx43 dis-
tribution at these stages in Sertoli cells.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank M. Roberto Chavira, Lourdes Boeck, and Gla-
dys Garcés for their technical assistance. We thank Dr. F.
Labrie, Dr. V. Luu-The, Dr. I. Mason, Dr. N. Josso and Dr.
G.C. Enders for their gift of antibodies. We also thank Dr.
O. Traub and Dr. E. Beyer for their advice in the genera-
tion of anti-connexin antibodies and Dr. K. Willecke for
donation of HeLa cells transfected with Cx40 and Cx43.
We also thank Dr. H. Rasgado-Flores and Dr. Robyn Hud-
son for critical reading of this manuscript.

LITERATURE CITED

Batias C, Siffroi JP, Fenichel P, Pointis G, Segretain D. 2000. Con-
nexin 43 gene expression and regulation in the rodent seminiferous
epithelium. J Histochem Cytochem 48:793-805.

Batias C, Defamie N, Lablack A, Theport D, Fenichel P, Segretain D,
Pointis G. 1999. Modified expression of testicular gap junction con-
nexin43 during normal spermatogenic cycle and in altered spermat-
ogenesis. Cell Tissue Res 298:113-121.

Bukauskas FF, Elfgang C, Willecke K, Weingart R. 1995. Heterotypic
gap junction channels (connexin26-connexin32) violate the para-
digm of unitary conductance. Pfligers Arch 429:870-872.

Berkowitz AS, Lloyd JA, Chowdhury M. 1979. Effects of the method of
exsanguination on measurements of develomental changes in serum
concentrations of follicle stimulating hormone and luteinizing hor-
mone in prepubertal and adult male house mice. J Endocrinol 83:6166.

Byers S, Graham R, Dai HN, Hoxter B. 1991. Development of Sertoli cell
junctional specializations and the distribution of the tight junction
associated protein ZO-1 in the mouse testis. Am J Anat 191:35-47.

Byers SW, Pelleteir RM. 1991. Sertoli-Sertoli cell tight junctions and
the blood-testis barrier. In: Cereijido M, editor. Tight junctions.
Boca Raton: CRC Press Inc. p 279-304.

Chanson M, Fanjul M, Bosco D, Nelles E, Suter S, Willecke K, Meda
P. 1998. Enhanced secretion of amylase from exocrine pancreas of
connexin32-deficient mice. J Cell Biol 141:1267-1275.



24 BRAVO-MORENO ET AL.

Dupont E, Labrie E, Luu-The V, Pelletier G. 1993. Ontogeny of 3-hy-
droxysteroid dehydrogenase (3-BHSD) isomerase in rat testis as
studied by immunocytochemistry. Anat Embryol 187:538-589.

Llfgang C, Eckert R, Lichtenberg-Frate H, Butterweck A, Traub O,
Klein RA, Hulser DF, Willecke K. 1995. Specific permeability and
selective formation of gap junction channels in connexin-trans-
fected HeLa cells. J Cell Biol. 129:805-817.

Elenes S, Rubart M, Moreno AP. 1999. Junctional communication
between isolated pairs of canine atrial cells is mediated by homo-
geneous and heterogeneous gap junction channels. J Cardiovasc
Electrophysiol 10:990-1004.

Enders GC, May JJ I1. 1994. Developmentally regulated expression of
a mouse germ cell nuclear antigen examined from embryonic day 11
to adult in male and female mice. Dev Biol 163:331-340.

Flickinger C. 1967. The postnatal development of the Sertoli cells of
the mouse. Z Zellforsch Mikrosk Anat 78:92-113.

Giepmans BN, Moolenaar WH. 1998. The gap junction protein con-
nexin43 interacts with the second PDZ domain of the zona occlu-
dens-1 protein. Curr Biol 8:931-934.

Gilula NB, Fawcett DW, Aoki A, 1976. The Sertoli cell occluding
junctions and gap junctions in mature and developing mammalian
testis. Dev Biol 50:142-168.

Hardy MP, Zirkin BR, Ewing LL. 1989. Kinetic studies on the devel-
opment of the adult population of Leydig cells in testes of the
pubertal rat. Endocrinology 124:762-770.

Juneja SC, Barr KJ, Enders GC, Kidder GM. 1999. Defects in the
germ line and gonads of mice lacking connexin43. Biol Reprod
60:1263-1270.

Kawa K. 1987. Existence of calcium channels and intercellular cou-
pling in the testosterone-secreting cells of the mouse. J Physiol
(Lond) 393:647—-666.

Mason JI, Ushijjima K, Doody KM, Nagai K, Naville D, Head JR,
Milewich L, Rainey WE, Ralph MM. 1993. Regulation of expression
of the 3-Bhydroxysteroid dehydrogenases of human placenta and
fetal adrenal. J Steroid Biochem Mol Biol 47:151-159.

McGinley DM, Posalaky Z, Porvaznik M, Russell L. 1979. Gap junc-
tions between Sertoli and germ cells of rat seminiferous tubules.
Tissue Cell 11:741-754.

Mok BW, Yeung WS, Luk JM. 1999. Differential expression of gap-
junction gene connexin 31 in seminiferous epithelium of rat testes.
FEBS Lett 453:243-248.

Munari-Silem Y, Rousset B. 1996. Gap junction-mediated cell-to-cell
communication in endocrine glands-molecular and functional
aspects: a review. Eur J Endocrinol 135:251-264.

Murray SA, Fletcher WH. 1984. Hormone-induced intercellular signal
transfer dissociates cyclic AMP-dependent protein kinase. J Cell
Biol 98:1710-1719.

Nebel BR, Amrose AP, Hackett EM. 1961. Calendar of gametogenic
development in the prepuberal male mouse. Science 134:832—833.

Nagano T, Suzuki F. 1976. The postnatal development of the junc-
tional complexes of the mouse Sertoli cells as revealed by freeze
fracture. Anat Rec 185:403-418.

Ogasawara Y, Yamane T, Kitamura Y, Uchida K, Wakabayashi K,
Matsumoto K. 1984. Inhibition of luteinizing hormone secretion
during quiescent interval of testicular androgen production in im-
mature mice. J Steroid Biochem 20:563-567.

Okamoto S, Takatsuka D, Tateishi K, Ogasawara Y, Yamane T,
Kitamura Y, Matsumoto K.1982. Proliferative pattern of seminal
vesicle cells and the production of testosterone and 5 a-androgens
from birth to adulthood in mice. Endocrinology 111:1230-1234.

Orth JM, Boehm R. 1990. Functional coupling of neonatal rat Sertoli
cells and gonocytes in coculture. Endocrinology 127:2812-2820.

Oh S, Rubin JB, Bennett MVL, Verselis VK, Bargiello TA 1999.
Molecular determinants of electrical rectification of single channel
conductance in gap junctions formed by connexins 26 and 32. J Gen
Physiol 114:339-364.

Oyoyo UA, Shah US, Murray SA, 1997. The role of «, (connexin-43)
gap junction expression in adrenal cortical cell function. Endocri-
nology 138:6385-5397.

Payne AH, Youngblood GL.1995. Regulation of expression of steroi-
dogenic enzymes in Leydig cells. Biol Reprod 52:217-225.

Pelletier RM. 1996. The distribution of Connexin 43 is associated with
the germ cell differentiation and with the modulation of the Sertoli,

cell junctional barrier in continual (guinea pig and seasonal Breed-
ers (Mink) testes. J Androl 16:400—409.

Pelletier RM, Byers SW. 1992. The blood testis barrier and Sertoli cell
junctions: structural considerations. Microsc Res Tech 20:3-33.

Pérez-Armendariz EM, Romano M, Luna J, Miranda C, Bennett MVL,
Moreno AP. 1994. Characterization of gap junctions between pairs
of Leydig cells from mouse testis. Am J Physiol 267:C570~C580.

Pérez-Armendariz EM, Luna J, Aceves C, Tapia D. 1995. Cx26, Cx32
and Cx43 are expressed in mammary glands from virgin, pregnant
and lactating animals. Dev Growth Differ 37:421-431.

Pérez-Armendariz KM, Luna J, Miranda C, Talavera D, Romano MC.
1996. Luteinizing and human chorionic gonadotropin hormones
increase intercellular communication and gap junctions in cultured
mouse Leydig cells. Endocrinology 4:1-10.

Plum A, Hallas G, Margin T, Dombrowski F, Hagendorff A, Schu-
macher G, Wolpert C, Kim J-S, Lamers WH, Evert M, Meda P,
Traub O, Willecke K. 2000. Unique and shared functions of differ-
ent connexins in mice. Curr Biol 10:1083-1091.

Reaume AG, de Sousa PA, Kulkarni S, Langille BL, Zhu D, Davies
TC, Juneja SC, Kidder GM, Rossant J. 1995. Cardiac malformation
in neonatal mice lacking connexin43. Science 267:1831-1834.

Risley M, Tan 10, Roy C, Saéz JC. 1992. Cell-, age- and stage-
dependent distribution of connexind3 gap junctions in testes. J Cell
Sci 103:81-96.

Risley MS. 2000. Connexin gene expression in seminiferous tubules of
the Sprague-Dawley rat. Biol Reprod 62:748 -754.

Russell LD. 1996. Structure and development. In: Payne AH, Hardy
MP, Russell LD, editors. The Leydig cell. Vienna, IL: Cache River
Press. p 43-96.

Saéz JC, Connor JA, Spray DC, Bennett MVL. 1989. Hepatocyte gap
junctions are permeable to the second messenger, inositol 1,4,5-
trisphosphate, and to calcium ions. Proc Natl Acad Sci USA 86:
2708-2712.

Saéz JC, Nairn AC, Czernik AJ, Fishman GI, Spray DC, Hertzberg
EL. 1997. Phosphorylation of connexind3 and the regulation of
neonatal rat cardiac myocyte gap junctions. J Mol Cell Cardiol
29:2131-2145.

Segaloff DL, Ascoli M. 1993. The lutropin/choriogonadotropin
receptor: four years later. Endocr Rev 14:324-347.

Steger K, Tetens F, Bergmann M. 1999. Expression of connexin 43 in
human testis. Histochem Cell Biol 112:215-220.

Sufi SB, Donalson 4, Jeffcoate SL. 1986. World Heath Organization.
Special program of research, development and research training in
human reproduction. Program for the provision of matched assay
reagents for the radio immunoassay of hormones in reproductive
physiology. Methods manual, 10th ed. Geneva: WHO.

Tan IP, Roy C, Saéz JC, Saéz CG, Paul DL, Risley MS. 1996. Regu-
lated assembly of connexin33 and connexin43 into rat Sertoli gap
junctions. Biol Reprod 54:1300-1310.

Traub O, Eckert R, Lichtenberg-Frate H, Elfgang C, Bastide B,
Scheidtmann KH, Hulser DF, Willecke K. 1994. Immunochemical
and electrophysiological characterization of murine connexin40 and
-43 in mouse tissues and transfected human cells. Eur J Cell Biol
64:101-112.

Tsien RW, Weingart R. 1974. Cyclic AMP: cell-to-cell movement and
inotropic effect in ventricular muscle, studied by a cut-end method.
J Physiol (Lond) 242:95P-96P.

Varanda WA, de Carvalho AC. 1994. Intercellular communication
between mouse Leydig cells. Am J Physiol 267:C563-C569.

Vergoween RPFA, Jacobs SGOM, Huiskamp R, Davids JAG, de Rooyj
DG. 1991. Proliferative activity of gonocytes, Sertoli cells and in-
terstitial cells during testicular development in mice. J Reprod
Fertil 93:233-243.

Vergoween RPFA, Huiskamp R, Bas RdJ, Roepers-Gajadien HL, Da-
vids JAG, de Rooji DG. 1993. Postnatal development of testicular
cell populations in mice. J Reprod Fertil 99:479-485.

Vigier B, Picard JY, Campargue J, Forest MG, Heyman Y, Josso N.
1985. Secretion of anti-Mullerian hormone by immature bovine
Sertoli cells in primary culture studied by a competition-type
radioimmunoassay: lack of modulation by either FSH or testoster-
one. Mol Cell Endocrinol 43:141-150.



DISCUSION

En los estudios incluidos en la presente tesis, hemos demostrado por primera vez que la Cx43 se.
expresa en la gonada indiferenciada en el testiculo fetal y en el testiculo neonatal y prepuberal. También
demostramos que la Cx43 forma uniones intercelulares homocelulares entre las células intersticiales de
Leydig y entre las parenquimatosas de Sertoli, asi como uniones heterocelulares entre las células de
Sertoli y las células germinales durante la vida fetal, neonatal y prepuberal. También demostramos que la
expresion 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 informacion original
relevante sobre la expresion de la Cx43 durante el desarrollo embrionario y prepuberal. Estos hallazgos
permiten ampliar nuestra comprension sobre los posibles mecanismos mediante los cuales la perdida de la
Cx43 induce infertilidad. También se proveen evidencias experimentales consistentes con la hipétesis de

que la Cx43 participa en el control de la esteroidogénesis.

Especificidad de la deteccion de la Cx43 en el testiculo durante las diferentes etapas de su desarrollo

Concluimos que la tincién inmunofluorescente de los cortes de testiculo refleja la expresion de la Cx43
durante la ontogenia del ratén con base en las siguientes evidencias aqui presentadas: a) Se observo un
patron similar de la marca en el intersticio y en el tubulo en las diferentes edades del desarrollo usando
tres diferentes anticuerpos dirigidos contra secuencias especificas de la Cx43, de acuerdo a una busqueda
realizada en la base de datos de secuencias BLAST; b) El anticuerpo policlonal F199 generado en el
laboratorio de la Dra. Pérez Armendariz, el anticuerpo policlonal 71-0700 y el anticuerpo monoclonal
MAB3068, detectan bandas de 40-45 kDa en preparaciones de inmunoblots de homogenados totales de
testiculo adulto y de corazon, asi como en los de células Hela transfectadas con la Cx43, éstos dos
ltimos 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 higado que fueron
utilizados como controles negativos. Las bandas de 40 y 45 kDa detectan la Cx43 en su forma no
fosforilada y fosforilada (Moreno et al., 1994), ¢) la marca encontrada en las células tésticulares aqui
mostrada con el anticuerpo Cx43-F100, fue eliminada cuando las secciones fueron preincubadas
conjuntamente con el péptido inmunogénico, d) El patréon de expresion de la Cx43 en el testiculo adulto
aqui mostrado por imunofluorescencia, es similar al previamente reportado por otros autores -(ver
introduccion); y €) La expresion de la Cx43 en las células de Leydig, células de Sertoli y_._c_élul,as
germinales en el testiculo de ratén adulto, es consistente con la reciente localizacion del transcripto de la

Cx43 en estos tipos celulares por hibridacién del RNAm in situ (Batias et al., 2000).
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Especificidad en la deteccion de la enzima 3p-HSD

En el presente trabajo se utilizaron dos anticuerpos policlonales dirigidos contra la 38-HSD producidos
en diferentes laboratorios de investigacion (Mason et al., 1997; Luu-The, et al., 1989). La localizacién 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 testiculo 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 3B-HSD es un
componente esencial para la biosintesis de todas los esteroides activos incluyendo los andrégenos.
Diferentes isoformas de la enzima 3B-HSD han sido identificadas en el testiculo del raton (Keeney et al.,
1993). Los testiculos neonatales solamente expresan la isoforma tipo 1, mientras que el testiculo en el
adulto expresa las isoformas tipo 1 y tipo IV (Baker et al., 1999). El hecho de que los dos anticuerpos

policlénales utilizados inmuno-tifieron tanto las células de Leydig fetales como postnatales, indica que

_reconocen ambas isoformas de la 3-HSD.

Especificidad de la unién 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 antigeno nuclear (GNCA1), se generd por la técnica de hibridomas y se

sabe que reconoce a las células germinales fetales y diferenciadas en el testiculo adulto hasta la etapa de
diploteno (Enders y May II, 1994).

La Cx43 se expresa desde las etapas mas tempranas del desarrollo gonadal.

Como se menciond, existen evidencias por microscopia electronica de imagenes consistentes con la
existencia de uniones comunicantes en la génada 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
aposicion membranal en la génada indiferenciada al dia 11.5 dpc. Esta se localizo entre las membranas de
las células precursoras somaticas asi como entre éstas y las germinales (GNCA1 positivas), formando

pequeifias placas, semejantes a las detectadas por inmunofluorescencia en las uniones comunicantes

descritas en otros tejidos.
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La conexina 43 se expresa entre las células de Leydig y su expresion tiene un patrén que se modula
con la edad durante el desarrollo fetal.

Las uniones comunicantes se han descrito en el testiculo embrionario (Nagano and Suzuky, 1976). No
obstante se ignoraba su composicién molecular. En el presente trabajo mostramos también por primera
vez que las Cx43 se expresan en las células del intersticio del testiculo 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 mas tempranos de su diferenciacion a testiculo, esto es, al
dia 12.5 postcoitum. Mas atin, demostramos que la expresion de la Cx43 en el intersticio se incrementa
durante la vida embrionaria, y que este aumento resulta de su mayor expresion en las células de Leydig
con base a las siguientes evidencias: a) La expresion de la Cx43 se localiza espacial y temporalmente
correlacionada con un incremento en la marca de la 3p-HSD detectada en secciones paralelas a los 12, 14,
16, 18 dpc. b) La Cx43 fue indudablemente localizada en células 3B-HSD-positivas en secciones de
testiculo procesadas por doble marcaje en todas las edades fetales estudiadas. ¢) La marca fluorescente
para la Cx43 no fue detectada en otras células intersticiales que rodean a las células 3B-HSD positivas. No
obstante, el hecho de que la marca de la Cx43 se detecta en los bordes entre células 3p-HSD-positivas y
3B-HSD negativas, sugiere que las células de Leydig puedan formar uniones homoméricas o heteromeéricas con
células mesenquimatosas y las precursoras de las células de Leydig. También encontramos que el
incremento en el numero de células de Leydig y en la expresion 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 correlacion sugiere que la Cx43 pueda estar modulando el desarrollo
de este tipo celular. Dado que en el raton no se ha descrito la expresion del receptor a la LH en la etapa
temprana del desarrollo fetal (ver introduccidn), es posible que otros factores puedan estar participando en
su regulacion.No obstante, dado que a partir del dia 16 dpc, ya se detectan tanto el receptor a la LH, asi

como la LH intrapituitaria y sérica, es posible que el maximo de la expresion de esta conexina detectado al

final de la vida fetal, también esté siendo modulado por la LH.

Expresion de la Cx43 en las células de Leydig durante el periodo postnatal. - 7 7

Durante la vida postnatal también demostramos que la Cx43 intersticial resulta principalmente d¢. su
expresion en las células de Leydig, asi como el que su expresion se modula en una formz_a,que depende de
Ja 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
encontré en las células 3B-HSD positivas y no en otras del espacio intersiticial utilizando estudios de

doble marcaje en los periodo neonatal y prepuberal, puberal y adulto. b) A que se incrementd la densidad
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de puntos imunofluorescentes durante el desarrollo postnatal, ¢) a que documentamos que existe una
correlacion en la expresion de la Cx43 con el nimero de células 3B-HSD positivas y los niveles de
testosterona intratesticular a los 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 60 dias postnatales.

Se ha documentado que la LH y hCG in vitro, ademas de incrementar la secrecion de testosterona,
incrementa la expresion de la Cx43 y la comunicacién intercelular en las células de Leydig (Pérez
Armendariz et al., 1996). También el que la LH tiene una curva bifasica durante el desarrollo postnatal
(Berkowitz et al., 1979; Ogasawara et al., 1984). El curso temporal bifasico en la expresion de la Cx43, la
3B-HSD vy la testosterona durante el desarrolio postnatal que se describe en esta tesis, también estan
correlacionados con el curso bifésico de la concentraciéon de LH sérica. De ahi que nuestros resultados nos
permiten proponer la hipétesis de que in vivo la LH puede ser la sefial que regule la modulacion de la
Cx43 durante el desarrollo postnatal (Bravo Moreno et al., 2001).

Un posible mecanismo por el cual las uniones comunicantes pueden incrementar la liberacion de
testosterona, podria darse por la transferencia intercelular del AMPc (ver seccion 6.5), inducida por la
activacion 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 nimero de estos muy
bajo (ver seccion 7.2). De esta forma la sefial requerida para la secrecion de testosterona seria recibida por
una numero mayor de células del agregado.

Vale la pena subrayar que el hecho de que la expresion de la Cx43 ocurra correlacionada con el
contenido intratesticular de testosterona a todo lo largo de la vida fetal como postnatal, apoya la hipétesis
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 secrecién de testosterona inducidos por LH no
fueron diferentes entre testiculos fetales de animales Cx43-KO y silvestres cuando estos fueroh
transplantados a un animal huésped por 21 dias (ver arriba). No obstante, como ya se menciond, a los 21

-dias de vida postnatal se encuentran los niveles minimos de expresién de esta conexina y del receptor a la

LH. De ahi que este resultado negativo no invalida la hipétesis de que la Cx43 puede regular la secrecion

de testosterona.

Deteccion de la Cx43 en las células de los cordones seminiferos del periodo fetal.

Existen evidencias previas que indican que la Cx43 juega un papel critico para el desarrollo
embrionario de las células germinales (ver introduccidén). No obstante, los mecanismos celulares
responsables de su participacion en este aspecto se desconocen. Los siguientes resultados, obtenidos en el
desarrollo de la primer parte de esta tesis representan informacion relevante para la elucidacion de estos
posibles mecanismos, ya que describimos por primera vez que: (1) En la génada indiferenciada al dia

11.5 dpc, existen contactos heterocelulares mediados por la Cx43 entre las células germinales precursoras,
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identificadas con el anticuerpo GCNALI, y las precursoras de las células somaticas, presumiblemente, las
c€lulas pre- Sértoli; (2) Después de la diferenciacion 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 cordén, la Cx43 se expresa entre las células de Sertoli desde el inicio de su
diferenciacion celular, 4) En los intersticios, la Cx43 se expresa entre las células de Leydig desde su
diferenciacion celular y 5) En las células de Sertoli como de Leydig, la expresion de la Cx43 se modula
durante la vida fetal.

Las c€lulas de Sertoli comienzan a proliferar al dia 14.5 dpc alcanzando su méaxima proliferacion entre
el dia 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 expresion 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 aposicion celular y pueden tener un
efecto en la produccién o liberacion de los productos secretorios. El incremento en las placas de union
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 testiculo de raton, que €stas se
localizan después del dia 14.5 dpc en el centro de los cordones seminiferos (Vergoween et al., 1991) y que
las células de Sertoli localizadas en la periferia extienden sus procesos citoplasmaticos 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 seminiferos encontramos la marca inmunofluorescente de la Cx43 en
proyecciones membranales de células MIH positivas rodeando a células MIH negativas con nucleos
grandes y nucleolo prominente que son caracteristicos 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 esta sustentada por la identificacion de la marca de la Cx43 en las
zonas de aposicidn entre las células GCNAI vy las células MIH en todas las edades embrionarias. Por otra
parte, debido a que en los cordones seminiferos tnicamente se localizan las células de S,t_:rtoli y las células
germinales, es posible proponer que hay canales homomeéricos o heteroméricos formados por la er43
entre estos tipos celulares. No obstante, para demostrar este punto se requiere de estudios de microscopia
electrénica.

Las células germinales primordiales se detectan primeramente a los 7-8 dpc en ratén, como una
poblacién de células identificadas por la reaccion 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 migracién proliferan (Gomperts et al., 1994)

77 71



alcanzando la gonada al dia 11.5dpc. En el macho, las células germinales primordiales contintian su
proliferacién dentro de la gonada, hasta el dia 16.5 dpc, dia en el cual se vuelven mitéticamente
aquiescentes hasta poco después del nacimiento cuando reasumen la mitosis (Vergoween et al., 1991).
Paralelo a la proliferacion, durante el primer dia de la vida embrionaria, las células germinales estan
sometidas a la muerte celular programada (Rucker et al., 2000). En otros sistemas celulares, hay evidencia
de que la Cx43 puede participar en la regulacion de la migracién (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 expresion de la Cx43, muestran una disminucion significativa en el
numero de las células germinales 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 situacién permitié a estos investigadores el
proponer que la Cx43 posiblemente puede inducir alteraciones en la migracién de los precursores de las
celulas germinales. Los hallazgos presentados en esta tesis en cuanto a la identificacion de contactos de la
Cx43 homocelulares entre las células de Leydig y entre las células de Sertoli, asi como también de
contactos heterocelulares de la Cx43 entre las células germinales y las células de Sertoli. desde los
estadios mas tempranos de la vida embrionaria, asi como a todo lo largo del desarrollo fetal, nos permiten

proponer la hipétesis de que la Cx43 puede también participar en el control del desarrollo de la poblacion

de células germinales dentro de la gonada.

Localizacion de la Cx43 en los tibulos seminiferos del periodo postnatal.

Durante el periodo neonatal y prepuberal se reinicia la mitosis de las células germinales y se da inicio a
la espermatogénesis. La existencia de las uniones comunicantes entre las células de Sertoli neonatales del
ratén ha sido documentada (Nagano and Suzuki, 1976). No obstante, nuevamente se desconocia su
identidad molecular. Los resultados de la presente tesis nos permiten 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 ratén recién nacido. También el que esta conexina se expresa y se modula en
estas c€lulas durante la etapa prepuberal y durante la primera onda de espermatogenesis. Su expresion en
este sitio durante los primeros dias de vida postnatal (0-3 dpp) fue documentada por estudios de doble
marcaje en donde la Cx43 se localizo en las proyecciones citoplasmaticas de las células de Sertoli o en las
MIH positivas. También por la localizacién de la marca Cx43 en el cordon o tubulo seminifero con
respecto a la marca producida por el anticuerpo contra el antigeno GNCAI. Este doble marcaje se utilizo
durante todo el periodo prepuberal y fue particularmente util para las fechas 7 y 14 dpp, ya que la’
expresion de la MIH a estas fechas de desarrollo disminuye. Con esta estrategia encontramos que a partir

de que se inicia la espermatogéneis al dia 3 dpp, comienza a modularse la expresiéon de la Cx43. Los
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cambios de la distribucion espacial de la Cx43 en las células de Sertoli de la region apical (3dpp) a su
dominio basal (14dpp) aqui presentados, se correlacionan con la diferenciacién 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 tibulo se forma (Flickinger, 1967), mientras que las uniones estrechas y
las uniones comunicantes detectadas por microscopia electronica (Gilula et al., 1976; Nagano and Suzuki,
1976) cambian de una regién apical, a una regién basal en las células de Sertoli. La correlacion temporal
entre estos cambios con la distribucion variable de la localizacion de la Cx43 con respecto a la membrana
basal o apical, detectada entre los diferentes tabulos seminiferos de un testiculo de 14 dpp, mostrada en
esta tesis, sugiere que esta modulacion estd reflejando una redistribucién de esta conexina durante la
formacién de la barrera hematotesticular. Esta interpretacion también es sustentada por el hallazgo de que
conjuntamente con la redistribucion de la Cx43 de la zona apical a la basal ocurren en paralelo una
translocacion de las células germinales o GNCAI positivas del compartimiento basal al apical. En
resumen, la abundante expresion de la Cx43 en el testiculo neonatal y prepuberal y su modulacion
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
hibridacién 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 descripcién de los estudios de transferencia intercelular de
un indicador fluorescente (Orth and Boehm, 1990) observados entre las células de Sertoli y las c€lulas
germinales a los dias 4 y 6 dpp. Estos resultados indican la interaccion directa entre estos dos tipos

celulares durante estos periodos criticos para la diferenciacion de las c€lulas germinales.
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e ABREVIATURAS

ACTH.- Hormona adrenocorticotrépica.

ADNc.- ADN complementario.

AMPc.- Adenosil de monofosfato ciclico.

[Ca)* .- Concentracién del ién calcio

Cx.- Conexina

FSH.- Hormona Foliculo estimulante

FITC.- Tiocianato de fluoresceina.

GH.- Hormona de crecimiento.

G;.- Conductancia de unién macroscopica normalizada.
GnRH.- Hormona liberadora de las gonadotropinas
hCG.- Gonadotropina corionica 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 hipogonadicos, 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 todavia traduccion al espafiol, en ingles sus siglas indican

“reverse orientation splice aceptor”.

SF-1.- Factor de transcripcion esteroidogénico tipo uno.

TGF-B.- Factor de crecimiento transformante beta.

TGF-a.- Factor de crecimiento transformante alfa.

3B-HSD/A®- A’ .- 3 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa, delta 5, delta 4 isomerasa.
178-HSD/KSR.- 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa/cetosteroide reductasa

P450 17a-citocromo P450 alfa-hidroxilasa.

P450scc.- Citocromo P450 liberadora de la cadena lateral.
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V.- en experimentos de fijacion de voltaje, es el Voltaje al cual se obtiene la mitad del

valor maximo de conductancia (G;) de acuerdo a la ecuacion de Boltzman.

gi/ (g + gn;) = Coeficiente de acople, donde g; = conductancia de union, y g,; =

conductancia que no proviene de las uniones comunicantes o de no union.
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