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I. INTRODUCCION

La investigacion sobre la morfologia descriptiva y fisiologia endocrina han dado origen a
un importante principio fundamental, el logro de la espermatogénesis en vertebrados
superiores requiere de las funciones de las células de Sertoli (epiteliocitos sustentaculares).
La determinacién de exactamente qué propiedades o funciones de las células de Sertoli son
criticas en la espermatogénesis ha sido el mayor objetivo en la investigacién sobre éste
tema. Las células de Sertoli pueden influenciar la espermatogénesis por estar involucradas
directamente en la formacién del testiculo y para regular el ambiente inmediato de las
células germinales en desarrollo (Griswold, 1999).

Las células de Sertoli son las células somadticas de forma piramidal o columnar
localizadas dentro de los tiibulos seminiferos que estin asociadas intimamente con las
células germinales, sus funciones son: dar proteccion, nutricién y soporte para el desarrollo
de las células germinales (Russell, 1999). Son importantes en la formacién inicial del
testiculo del embrion porque ellas secuestran a las células germinales (gonocitos) dentro de
los nuevos tibulos seminiferos. Un periodo caracteristico de la proliferacién de las células
de Sertoli y las células germinales, es la formacion testicular. Generalmente la pubertad
involucra el cese de la mitosis de las células de Sertoli, la formacién de las uniones
herméticas entre las células de Sertoli y el progreso de las células germinales a través de la
meiosis y diferenciacion hacia espermatozoide (Griswold, 1999).

El espermatozoide, el principal producto del epitelio germinal se podia cuantificar
solamente en biopsias de testiculo del epitelio tubular seminifero o después de su apariciéon
en el eyaculado. Los investigadores buscaron otros elementos de mas facil medicion.
Apreciaron que la célula de Sertoli era el mayor elemento de secrecidn del epitelio
seminifero y que sus proteinas podian ser usadas para estudiar ésta porcién del testiculo. En
efecto, un gran numero de productos de la célula de Sertoli fueron identificados y usados
para monitorear la funcién de éstas células y de los tibulos seminiferos tanto ir vive como
in vitro (Bardin, 1994).

Las células de Sertoli estan ordenadas, tanto, como ellas puedan mantener contacto fisico
con las células germinales. Es importante hacer notar que la regulacién del ambiente de la
célula germinal es probablemente una responsabilidad colectiva de las células de Sertoli y
las mismas células germinales (Griswold, 1999).

Se han descrito a las células somaticas y germinales en los tibulos seminiferos de los
mamiferos, poniendo especial atencién a la morfologia y fisiologia de las células de Sertoli,
sus interrelaciones y las dinamicas de su poblacion (De Reviers, 1990). Los estudios de
éstas, estan enfocados sobre: a) la identificacién de sus productos secretados y las posibles
funciones tanto en el tibulo seminifero como en otras partes del testiculo; b) definicion de
los factores humorales que regulan su funcién y examinacion de sus mecanismos de accion;
c) determinacion de qué otras células en el testiculo interactiian y regulan a las células de
Sertoli y d) su definiciéon como componente funcional del epitelio tubular seminifero
(Bardin, 1994).



IL_LOS TESTICULOS

1. Generalidades.

Son glandulas anficrinas esenciales de la reproduccion, en donde se forman los
espermatozoides (Evans, 1991). Los testiculos son organos solidos elipsoidales, cuyo
volimen no guarda una proporcion fija con el tamafio del cuerpo. Cada testiculo esta
formado por estroma y parénquima. El estroma esta constituido por una cépsula fibrosa
gruesa, la tunica albuginea, y por los séptulos testiculares que derivan de la tunica
albuginea y dividen al érgano en lobulillos (Figura 1). El parenquima es blando, de
apariencia amarillenta o pardusca, esta configurado por tejido intersticial compuesto de
células de Leydig o endocnnocitos intersticiales y por tibulos seminiferos entremezclados
en los que tiene lugar el proceso de la espermatogénesis (Dyce, 1999; Johnson, 1999).

Plexo Pampiniforme Conductos Aferentes

Cabeza del Epididim: T Conducto Deferente

Tuaica Albuginea /. \ N Conducto Epididimario

Tibulos Scminiferos Rk : Red Testicular
Contomeados

Cuerpo del epididimo
Tibulos Seminiferos Rectos

Cola de! Epididimo

Figura 1. Seccion longitudinal def testiculo y epididi (Dyee, 1999).




Las envolturas testiculares son: el escroto, formado por la piel escrotal y la tinica dartos.
Es un saco cutaneo que en tamafio, forma y situacion se adapta a los testiculos que
contiene; internamente a la tinica dartos, se encuentra la segunda envoltura testicular,
fascia escrotal que deriva de los musculos oblicuos y transverso abdominales, ésta
envoltura a su vez sustenta a la tercera, la tunica vaginal, es una membrana que forma la
envoltura del cordén espermatico y al testiculo, es una evaginacion del peritoneo parietal
que pasa a través del canal inguinal, la tnica vaginal se divide en l4mina parietal y Jamina
visceral, ésta Gltima cubre intimamente al testiculo, epididimo y a las estructuras del cordon
espermatico (Dyce, 1999; Evans, 1991).

El parénquima del testiculo tiene gran cantidad de tubulos seminiferos (50-90%
dependiendo de la especie) con millones de células que producen espermatozoides
(Johnson, 1999). La mayoria de los tibulos seminiferos forman una intrincada masa de
pequefios conductillos con un trayecto sinuoso, los tibulos seminiferos contorneados. Los
extremos de éstos tiibulos se unen en conductos de mayor calibre y se dirigen hacia la zona
central del parénquima, son los tibulos seminiferos rectos, ya que pierden su trayecto
totuoso. El area del testiculo donde confluyen los tibulos seminiferos rectos se denomina
mediastino testicular y corresponde a una formacion en donde los tibulos seminiferos
rectos se entrecruzan formando la red testicular (rete testis). El mediastino testicular y por
ende la red testicular, inician en el centro del parénquima y se dirigen hacia el extremo
capitular del testiculo, en ésta zona la red testicular termina en una serie de pequefios
conductillos que abandonan el testiculo perforando la tunica albuginea, son los conductillos
eferentes y a partir de ellos se forma el conducto epididimario (Evans, 1991; Getty, 1982)

El epididimo es un 6rgano tubular encargado del almacenamiento y la maduracién de los
espermatozoides; se ubica sobre el borde epididimario del testiculo. Se divide en un
extremo craneal o cabeza, en donde el epididimo se conecta con el testiculo por medio de
los conductillos eferentes testiculares, una parte media o cuerpo formada por el conducto
epididimario que es contorneado y replegado, y un extremo caudal o cola, en donde el
conducto epididimario aumenta su calibre para finalmente continuarse con el conducto
deferente (Figura 1) (Dyce, 1999).

El cordon espermatico es una estructura cilindrica que se forma durante el descenso
testicular desde la cavidad abdominal hasta el escroto a través del canal inguinal. En el
cordon estan incluidos los vasos sanguineos, vasos linfaticos y plexos nerviosos testiculares
junto con el conducto deferente, la tinica vaginal y el misculo cremaster. Cerca del
testiculo, la vena forma un intrincado plexo dentro del cual transita la artena testicular
siguiendo un trayecto muy tortuoso, dicho plexo se denomina plexo pampiniforme (Dyce,
1999).

Entre las especies domésticas los testiculos se localizan y se orientan de diferente
manera: en los equinos estan situados en la region pubica y su eje mayor es horizontal; en
los rumiantes estan situados en la region pubica pero el eje mayor es vertical, en los
percinos estan situados en la region perineal, y el eje mayor se dirige dorsal y caudalmente,
su borde libre se relaciona con el escroto y la cabeza del epididimo es el extremo craneal;
en caninos estin situados en el limite entre las regiones pubica y perineal, su eje mayor



tiene una direccion similar a los porcinos; en los felinos estan situados en la regidn perineal
y con una posicion similar a la del porcino (Getty, 1982).

Los testiculos y epididimo son irrigados por sangre de las arterias testiculares, ésta se
origina directamente de la aorta abdominal poco después de las arterias renales (Dyce,
1999; Frandson, 1995). El escroto es irrigado por la arteria pudenda externa, la cual sale de
la cavidad abdominal pasando a través del conducto inguinal, y por la arteria perineal
ventral, la cual es rama de la arteria pudenda interna. La sangre que sale del testiculo es
llevada por las venas testiculares, la del lado izquierdo se dirige hacia la vena renal
izquierda y la de la derecha hacia la vena cava (Dyce, 1999; Hafez, 2002).

Los nervios testiculares aferentes y eferentes, de poca relevancia, son de origen
autébnomo, derivados de los plexos renal y mesentérico caudal, las fibras nerviosas
acompaiian a la arteria testicular (Hafez, 2002; Dyce, 1999; Frandson, 1995). En la mayoria
de los mamiferos los nervios que proveen al testiculo surgen desde el ganglio gonadal
situado cerca del origen de la arteria testicular. Este ganglio recibe neuronas eferentes
simpaticas desde la salida simpatica lumbar y se comunica a las neuronas postganglionares
del testiculo en los nervios espermaticos superiores, los cuales corren junto a la arteria
testicular (Waites, 1990).

Los testiculos tienen principalmente dos funciones, combinando de ésta forma
componentes endocrinos y exocrinos. El componente endocrino (secrecion de testosterona
por las células de Leydig) funciona normalmente a la temperatura interna del cuerpo, pero
la produccion de los gametos masculinos dentro de los tibulos seminiferos (componente
ex0crino) requiere una temperatura inferior a la que existe dentro del abdomen (Carreau,
2002; Gayton, 2001; Junqueira, 2000; Dyce, 1999; Johnson, 1999 ).

Para funcionar correctamente, los testiculos de los mamiferos deben mantenerse a una
temperatura menor que la del resto del cuerpo. Determinadas caracteristicas anatomicas del
testiculo y escroto permiten la regulacion de la temperatura testicular (Hafez, 2002). Las
bolsas escrotales son importantes para mantener los testiculos a una temperatura inferior a
la temperatura abdominal (Junqueira, 2000). Una temperatura menor es de gran
importancia para el funcionamiento de las funciones testiculares normales, particularmente
para el proceso de la espermatogénesis (Steinberger, 1991).

En la regulacion térmica del testiculo de los animales intervienen tres estructuras
anatomicas especiales. Primero, derivado del musculo oblicuo abdominal interno, el
musculo cremdster (Hafez, 2002), es parcialmente voluntario y recoge el escroto hacia la
pared abdominal y cuando se relaja por completo deja a los testiculos pendulosos y el
escroto al maximo de distension. En segundo término, interviene la tinica dartos, es una
musculatura lisa inmediata a la pared interior del escroto que ademas, se extiende a la
division entre los dos testiculos. Esta musculatura trabaja por autorregulacion y refuerza la
accion del cremaster (De Alba,1985), permite modificar el espesor y la superficie del
escroto y variar la cercania del contacto de los testiculos con la pared corporal (Hafez,
2002). En tercer término esta el Hamado plexo pampiniforme, se encuentran en estrecha
proximidad la arteria y la vena espermatica pampiniforme, una en intimo contacto con la
otra, lo que permite un intercambio térmico (De Alba, 1985)



. TUBULOS SEMINIFEROS

Cada tibulo seminifero tiene un diametro de alrededor de 200 a 250um (Setchell, 1991)
y su longitud total seria de varios kilémetros. La naturaleza contorneada proporciona al
testiculo una enorme red de tubos seminiferos con una longitud calculada de tres a seis mil
metros en el cerdo, siete mil en el borrego y cinco mil en el toro (De Alba, 1985). En el
carnero los tibulos miden alrededor de 3000m (Setchell, 1991) de longitud total, cerca de
11m/g con un area basal de alrededor de 85cm‘/g. La longitud de los tubulos seminiferos
decrece con la edad conforme cae el peso testicular (Setchell, 1994).

El epitelio germinativo seminifero es basicamente un epitelio estratificado, esta
compuesto de dos tipos de células, las somaticas, células de Sertoli no proliferativas y las
que son altamente proliferativas, las células germinales, siendo éstas ultimas de tres tipos:
espermatogonia, espermatocitos y espermatidas. Las células de Sertoli, son mucho mas
abultadas y con la pared que va hacia el interior un tanto difusa o mal alineada, se extienden
desde la lamina basal hacia la luz de los tibulos seminiferos y las células que componen la
linea espermatogénica o seminal son mas pequefias y redondas (Ploen, 1989; Steinberger,
1991; Johnson, 1999; Junqueira, 2000) (Figura 2).

A un nivel superior, las células de Sertoli vecinas forman extensas uniones ocluyentes y
en consecuencia las células de Sertoli forman una continua capa que divide al epitelio
seminifero en dos compartimentos, un basal y un adluminal. Como una consecuencia, todas
las substancias de la circulacion principal que los espermatocitos y espermatidas requieren,
deben pasar a través de las células de Sertoli o por sus uniones ocluyentes (Pioen, 1989;
Setchell, 1991; De Kretser, 1994; Chen, 2001). La barrera que existe entre el plasma
sanguineo, la linfa y el interior de los tubos seminiferos, tienen una gran importancia
fisiologica (De Alba, 1985). Las células sustentaculares (de Sertoli) de los tiibulos forman
esta barrera, que aisla la circulacion general a las células germinales en su diferenciacion
(Hafez, 2002).

En todo el testiculo, ocurre el desarrollo aleatorio de gonocitos hasta espermatogonios A
definitivos. Esto, junto con la formacion de células de Sertoli, marca el fin del periodo
prepuberal y el inicio de la espermatogénesis (Hafez, 2002).

CORTE TRANSVERSAL

Fig 2. Tibulo sermnifero extraido y amplificado
en corte transversal para mostrar la microanatomia
del epitelio seminifero (Hafez, 2002).

GELULAS DE SERTOL)  CELULAS MIQIDES



IV. ESPERMATOGENESIS.

1. Generalidades.

La secuencia de eventos en el desarrollo del espermatozoide desde la espermatogonia es
referida como espermatogénesis (Wrobel, 1998). Este es un proceso complejo, en el cual
las células germinales interactian estrechamente con la células de Sertoli por medio de un
contacto directo célula-célula y de interacciones paracrinas (Akama, 2002). Las células de
Sertoli son células nodriza para las células germinales, de primera importancia para iniciar
y mantener la espermatogénesis (Petersen, 2002; Longin, 2002).

La espermatogénesis es un proceso de division, diferenciacion y desarrollo celular que
ocurre en tres fases: a) mitosis (multiplicacion de la espermatogonia), también conocida
como espermatocitogénesis y es el proceso durante el cual la espermatogonia se desarrolla
a espermatocito; b) meidsis (dos divisiones), es la division de maduracién de los
espermatocitos que resulta en espermatidas con un reducido (haploide) nimero de
cromosomas; y ¢) posmeidtica o espermiogénesis, que es la transformacién de la
espermatida haploide a un espermatozoide testicular (Ploen, 1989, De Reviers, 1990,
Jonson, 1991; Wrobel, 1998; Hess, 1999; Delimann, 1999; Pace, 2000; Don, 2002; Hafez,
2002; Luk, 2003). La meiosis y la espermiogénesis tienen-lugar en el compartimiento
adluminal (Pl6en, 1989) (Figura 3).

Fig. 3. Desarrollo de la célula inal en la esp
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Durante toda la espermatogénesis, tienen lugar diferentes eventos bioquimicos, celulares
y moleculares en el epitelio seminifero principalmente para la formacién de ocho
espermatidas (haploides) solo a partir de la espermatogonia B (diploide). Ademas los
espermatocitos preleptoteno y leptoteno deben de migrar progresivamente del
compartimiento basal hacia el lumen del epitelio seminifero atravesando la barrera hemato-
testicular (BTB), mientras se van diferenciando hacia el interior en espermatidas haploides.
Sin este movimiento oportuno del desarrollo de las células germinales a través del epitelio
seminifero, la espermatogénesis no puede ser completada y la infertilidad resulta
determinante (Syed, 2002; Cheng, 2002). Ademas este evento del movimiento celular esta
acompafiado por una amplia reestructuracion de célula a célula y uniones de adherencia
teniendo como base la actina entre las células de Sertoli y las germinales, como las
especializaciones ectoplasmicas (ES) (Cheng, 2002).

El proceso divisional completo de la espermatogénesis desde los espermatogonios hasta
las espermétidas requiere de 74 dias en el hombre, de 50 a 61 dias en el toro, 61 dias en el
perro, 60 dias en la rata, de 50 a 57 dias en el caballo, de 47 a 50 dias en el carnero y de 39
dias en el verraco (Hafez, 2002; Johnson , 1991; Wrobel, 1998).

2. Regulacién hormonal de la espermatogénesis.

La espermatogénesis en los mamiferos estd delicadamente controlada por muchas
hormonas. La espermatogénesis normal requiere de los efectos combinados de las
gonadotropinas, androgenos y posiblemente de otras hormonas. Esto es, que se requiere de
estimulacién por gonadotropinas adenohipofisarias, las cuales a su vez son controladas por
la secrecion pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) del hipotalamo,
onda de retroalimentacion conocida como eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal (Johnson,
1991; Hafez, 2002).

a) Andrégenos y Gonadotropinas.

Los testiculos no sblo producen el principal androgeno, la testosterona, sino también
una serie de hormonas esteroides relacionadas. Al parecer la principal acciéon de los
androgenos es sobre las células de Sertoli mas que directamente sobre las células
germinales. Posiblemente las células mioides también dependen de androgenos. La
dependencia de esteroides se satisface mediante la produccion pulsatil de androgenos por
los endocrinocitos intersticiales (células de Leydig), que.estan adyacentes a los tabulos
seminiferos, éstas células son estimuladas por pulsos de LH hipofisiaria para secretar
androgenos (Sanfilippo, 1989; De Reviers, 1990; Sharpe, 1994; Junqueira, 2000; Hafez,
2002). Los receptores de la LH estan exclusivamente en las células de Leydig (Vihko,
1991).

La LH (hormona luteinizante) es un péptido secretado en forma pulsatil por las
gonadotropas pituitarias bajo la influencia de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) producida por las neuronas y transferida a la pituitaria en la sangre de los capilares
hipotalamo-hipofisiales. Los pulsos de la GnRH controlados por influencias ambientales e
hipotalamicas, como la estacion y la luz, determinan la frecuencia de pulsos de LH en la
circulacion periférica. De este modo el testiculo esta sujeto a fluctuaciones de los niveles de



LH los cuales son probablemente reflejados en la concentraciéon de ésta hormona en el
fluido intersticial alrededor de las células de Leydig La FSH (hormona foliculo
estimulante) también es un péptido que es liberado por la GnRH enddgena ain cuando las
concentraciones en la sangre periférica son mas estables y muestran poca evidencia de
secrecion pulsatil. Receptores para la FSH se establecen solo sobre las células de Sertoli y
en el adulto estin sobre la region basal de la célula, fuera de las uniones herméticas Sertoli-

Sertoli (De Reviers, 1990; Vihko, 1991) (Figura 4).
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La hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) constituyen la
regulacion hormonal basica de la espermatogénesis. La FSH se liga a las células
epiteliosustentaculares y de éste modo activa la produccion y secrecion de factores
necesarios para la supervivencia y diferenciacion de las células germinales. La LH se liga a
los endocrinocitos intersticiales, localizadas en las regiones intersticiales (entre los tibulos),
activando la produccion y secrecion de testosterona, la cual ejerce sus efectos sobre la
espermatogénesis, por medio de las células de Sertoli (Don, 2002; Xing, 2002; Nieschlag,
2003).



La produccion de andrégenos por las células de Leydig es iniciada en la vida fetal, por
medio de la estimulacién de las gonadotropinas pituitarias de la placenta y después del feto
y es importante para el desarrollo de los tejidos derivados desde los ductos de Wolffian (De
Reviers, 1990). La accion del andrégeno estd mediada por el receptor de andrégeno (RA),
el cual en el testiculo es expresado por las células de Leydig, peritubulares y de Sertoli
(Quian, 1999; Eckardstein, 2001; Bilinska, 2001), mientras en los machos inmaduros
solamente la inmunotincion positiva es exhibida en las células de Sertoli y células de
Leydig (Bilinska, 2001). En el testiculo de mamifero, incluyendo el de los humanos, esta ya
claro que un medio por el cual la regulaci6n paracrina entre la espermatogénesis y la
esteroidogénesis ocurra, es por la via del receptor de andrégeno, localizado en el nicleo de
las células epiteliosustentaculares (Ragadera, 2001).

La formacién de estrogenos desde androgenos es catalizada por el citocromo P450
aromatasa (P450arom), el producto del gen c¢yp 19. Algunos investigadores atribuyen la
aromatizacion de los andrégenos a las células de Sertoli, mientras otros demandan que las
células de Leydig sintetizan estrogenos (Bilinska, 2001).

Varias lineas de evidencia de modelos animales asi como de observaciones clinicas
sugieren que la testosterona y la LH actian sinérgicamente sobre el mantenimiento e
iniciacién de la espermatogénesis (De Reviers, 1990; Eckardstein, 2001).

b) Estrégenos.

Los estrogenos influencian el crecimiento, diferenciacion y funcion de los tejidos
reproductivos, como el ovario, glandula mamaria, ttero, vagina, testiculo, epididimo y
prostata. La mayor parte de los efectos de los estrogenos estin mediados por un sendero
gendmico, el cual involucra la ligadura del estrogeno a un receptor intracelular. El receptor
de estrégeno (RE) pertenece a una sola superfamilia de receptores que también incluyen a
los receptores de andrdgeno, progestinas, glucocorticoides, mineralocorticoides, asi como a
la hormona tiroidea, 4cido retinodico y vitamina D. Los estudios histologicos y bioquimicos
han previamente demostrado la presencia del RE en el cerebro, pituitaria y tejidos
reproductivos periféricos del hombre y de la mujer. La presencia del RE en las células de
Sertoli sugiere que los estrogenos pudieran influenciar la funcién y maduracién de la célula
germinal (Pelletier, 2000).

¢) Hormona Tiroidea y del Crecimiento.

La situacién pudiera ser algo diferente durante la prepubertad y pubertad, cuando los
factores metabdlicos generales tales como la hormona tiroidea y la hormona del
crecimiento podrian tener efectos sobre el desarrollo testicular, especialmente sobre la
replicacion de las células de Sertoli (Sharpe, 1994). La hormona del crecimiento (asi como
la mayor parte de las restantes hormonas) es necesaria para controlar las funciones
metabolicas basicas de los testiculos. Especificamente, la hormona del crecimiento
promueve la division temprana de las propias espermatogonias; en su ausencia, la
espermatogénesis es muy deficiente o no tiene lugar, causando esterilidad (Guyton, 2001).



d) Prolactina.

Esta podria jugar un papel importante, especialmente en animales con reproduccién
estacional (De Reviers, 1990; Sharpe, 1994). Estos efectos de la prolactina y los cambios
consecuentes en la espermatogénesis, son causados primariamente por la alterada secrecion
de las gonadotropinas por la glindula pituitaria. En general, el efecto de la prolactina es
para incrementar el nimero de receptores de LH y en consecuencia, incrementar la
sensibilidad de las células de Leydig a la estimulacién de la LH (Sharpe, 1994).
Variaciones del fotoperiodo pueden conducir a la estimulacién, mantenimiento o supresién
de la funcién testicular. La glandula pineal y la melatonina parecen ser importantes
intermediarios en la accién del fotoperiodo sobre la secrecién de prolactina, pero el
involucramiento de la prolactina en la funcién testicular es enigmatica. Cambios
plasmaticos de la prolactina no afectan la regulacion de los receptores de la LH o FSH en el
carnero. Por otro lado, la crianza en largos dias de fotoperiodo ha incrementado la secrecion
de prolactina en el carnero (De Reviers, 1990).

e) Oxitocina.

La oxitocina es producida en varios puntos a lo largo del tracto reproductivo, incluyendo
el testiculo, asi como también por la glandula pituitaria posterior (Neurohipdfisis). La
evidencia disponible sugiere que la oxitocina es producida por los endocrinocitos
intersticiales (Leydig) y que ésta secrecion ejerce una influencia paracrina sobre la
contractilidad de las células mioides peritubulares en la rata y el ratén (Sharpe, 1994).

f) Insulina.

Las células sustentaculares controlan el ambiente de todas la células germinales
espermatogonicas y una de las claves de requerimiento, es la energia, la cual provee la
célula de Sertoli, primariamente en forma de lactato y piruvato mas bién que la glucosa y
esto pudiera ser bajo el control de la FSH, al menos en la rata inmadura. La glucosa parece
tener efectos detrimentales sobre las células germinales. Por eso la insulina juega un papel
importante en la regulacion de captacién y metabolismo de la glucosa por todas las células,
incluyendo las células de Sertoli. Las grotescas anormalidades en la produccion de insulina,
como ocurre en la diabetes, podria tener efectos adversos sobre la espermatogénesis

(Sharpe, 1994).

La iniciacion de la espermatogénesis puede depender de la maduracion local de las
células de Sertoli las cuales en turno pudieran variar en sensibilidad a las gonadotropinas.
Un nimero de sistemas control tienen que ser sugeridos, incluyendo el de una sustancia
preventiva de la meiosis, originada en las células de Sertoli. También células desde los
tabulos mesonéfricos (red testicular) podrian producir una sustancia estimulatoria o
contribuir directamente a la formacién de las células de Sertoli. La diferenciacién de las
células de soporte hacia células de Sertoli podrian también suprimir la secrecién de la
sustancia preventiva (De Reviers, 1990).
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V. LA CELULA DE SERTOLI (EPITELIOCITO SUSTENTACULAR).

1. Definiciéon

Es una célula somética alargada, columnar y estrellada presente en el epitelio seminifero
de los mamiferos. Firmemente fijadas en la membrana basal del tibulo seminifero, estan
claramente relacionadas estructuralmente y funcionalmente a todas las células germinales y
en particular a las espermatidas (Russell, 1999). Estas células han recibido varios nombres:
células de sostén, células nodriza o nutricias, células de soporte, células sustentaculares o
epiteliosustentaculares y células ramificadas (De Alba, 1985; De Reviers, 1990; Russell,
199%),

Las células de Sertoli fuercon llamadas asi, después de que su descubridor, Enrico Sertoli,
quien en 1865, a la edad de 23 afios dio una descripcion de ellas (De Alba, 1985; De
Reviers, 1990; Russell, 1999). Los dibujos de Sertoli de la célula fueron asombrosamente
precisos y €l perspicazmente noté que ésta célula debia de involucrarse en la produccién de
esperma (Russell, 1999). Von Ebner propuso primero que una relacién fisiologica existia
entre las células de Sertoli v las células germinales. Sin la ventaja de equipo Optico
modemno y métodos de preservacion de tejidos, Sertoli y Brown construyeron diagramas de
la forma de los epiteliocitos indicando la longitud pronunciada del eje centripeto
comparado al gje circunferencial. No obstante, nuevas investigaciones de la estructura de
las células por Regaud y Von Ebner verificaron las observaciones de Sertoli que éstas
células presentaban un nicleo altamente irregular y elaboraban procesos citoplasmicos
ramificantes, la resolucién limitada de sus microscopios de luz alzaban un punto de
controversia con respecto a la existencia como un sincitio o como una célula individual.
Vistos los argumentos anteriores de Sertoli de que éstas células eran unidades
independientes y no formaban una relacion sincitial con cada una de las demds, von Ebner
expuso adelante 1a nocidn de que una relacién simbidtica existia entre las células de Sertoli
y las demas generaciones maduras de las células germinales, de tal modo que formaban una
unidad funcional, la cual nombrd, espermatoblasto (De Kretser, 1994). No hay ejemplos en
mamiferos en los cuales se prolongue el desarrolio de la célula germinal en la ausencia de
las células de Sertoli (Russell, 1999).

2. Origen.

Ellas se originan del mesonefros y colonizan la zona germinal hacia su diferenciacién
sexual. Se derivan desde el epitelio celdmico (De Reviers, 1990). Las células
sustentaculares se derivan desde las células de soporte indiferenciadas de la gonada
prepuberal. Estas células son mitéticamente activas y aqui juegan un papel fundamental en
la diferenciacion de la formacién gonadal hacia testiculo produciendo la hormona
antiparamesonéfrica, una glucoproteina que provoca la atrofia del conducto de Miiller o lo
que es to mismo suprime el desarrollo del tubo uterino, ftero y vagina para diferenciarse en
macho (Dellmann, 1999; Russell, 1999; Junqueira, 2000). Con la formacién del tibulo
seminifero, las células de Sertoli se distribuyen circunferencialmente en la membrana basal
¥ su citoplasma se extiende hacia el lumen (De Reviers, 1990). Conteniendo cordones de
células germinales primitivas son formados por la agregacién de células de Sertoli. En

11



roedores se da la maduracion gonadal dentro de las primeras semanas de nacido, las ¢élulas
proliferan en el ultimo periodo prenatal y probablemente postnacimiento mediante la
estimulacién de los receptores celulares de FSH. Para la mayor parte de las especies el
nimero de epiteliocitos sustentaculares extienden un pico previo para llegar a la
maduracion gonadal y no cambiar notablemente durante toda la vida adulta. El homélogo
de la célula de Sertoli en la hembra es la célula granulosa (Russell, 1999).

Los epiteliocitos sustentaculares resultan de la multiplicacion de sus precursores, las
células de soporte, durante la vida fetal y la infancia y sus multiplicaciones estan bajo
control pituitario. El méaximo nimero por testiculo se establece para la edad adulta cuando
las células de soporte detienen su divisién diferenciandose hacia células de Sertoli (De
Reviers, 1990). Durante la pubertad, la diferenciacién de la célula sustentacular esta
acompaiada por una -transformacion morfolégica y pérdida de la capacidad mitética
{Wrobel, 1998). En los mamiferos la apariencia de la célula de Sertoli primordial es el
primer evento identificable en la diferenciacion testicular. Los primeros estudios
histologicos de la diferenciacion testicular fetal de la rata se confirmaron posteriormente
por estudios ultraestructurales e indicaron que éstas células aparecen sobre el dia 13 post-
fertilizacién y entonces se agregan y forman cordones seminiferos al dia siguiente. El factor
responsable para despertar la apariencia de la célula de Sertoli primordial no ha sido
identificado pero presumiblemente esté relacionado a productos de genes, codificados en el
cromosoma Y, que sefiala la génada fetal bipotencial para desarrollarse hacia un testiculo
(Bardin, 1994; Griswold, 1999).

Continuando la apariencia inicial de las distintas células de Sertoli y los primeros estados
de la organogénesis, hay un periodo de proliferaciéon rapida. En la rata éste comienza en la
vida fetal, continuando durante los principios de la vida neonatal y completindose antes del
cierre de la barrera hematotesticular. La poblacion del epiteliocito en el adulto es
determinante durante este periodo, alguna destruccidén del proceso proliferativo determina
un efecto profundo reduciendo la dltima poblacion de la célula, la cual, a su vez, influencia
el tamafio testicular del animal adulto. Durante el periodo de rapida proliferacion celular, el
epiteliocito debe comenzar a adquirir la maquinaria necesaria para soportar la
espermatogénesis en el animal maduro. Estos cambios incluyen desarrollo ultraestructural
de organelos y adquisicién de actividades sintéticas y metabdlicas, y caracteristicas de la
célula madura. Algunas de las propiedades morfologicas y funciones expresadas de estas
células estan reservadas en comin con otros tipos de células en el animal, mientras que
ofras son Gnicas para las células de Sertoli (Bardin, 1994).

Los epiteliocitos sustentaculares en conjunto conforman del 11 al 40 % del voliimen del
epitelio seminifero dependiendo de la especie. Llegan a ser cerca de 20 millones hasta 40
billones por testiculo dependiendo de la especie mamifera hasta ahora estudiada (Russell,
1999). En el carnero, el nimero de células de soporte es alrededor de 1 X 10 justo después
de la diferenciacién sexual, 0.5 X 10® al nacimiento y 2040 X 10° son observadas en
camneros adultos. En el carnero adulto las variaciones numéricas en la acumulacion del
epiteliocito han sido observadas como upa funcién de raza y estacién al nacimiento, pero
no como una funcién de fotoperiodo. El ntimero de éstas células es alrededor de 10-12 X
16° por gramo de testiculo en aves y mamiferos y varia con cada especie. Este nimero se ha
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demostrado para ser de 200 X 10° por testiculo en pollitos, de 15-20 X 10° en ratas, de 20-
40 X 10° en toros y carneros y de 30-40 X 10% en caballos (De Reviers, 1990).

Las células de Sertolt organizan el epitelio seminifero durante la maduracion gonadal.
Después la division de la espermatogonia hacia espermatocitos, adyacentes a los
epiteliocitos forman extensas hileras de uniones herméticas, estableciendo una barrera.
Estas forman un sincitio rodeando el limen de los tibulos seminiferos. En muchas especies
incluyendo el humano, cada célula de Sertoli soporta de 6-12 espermatidas elongadas
(Johnson, 1999). Una mediciéon cuidadosa de la densidad numérica de la poblacion
germinal y de las células de soporte da una proporcion de 16 :1, dandose asi, porque la
densidad de volimen de las células germinales en comparacion a los epiteliocitos es un
poco menor, por ser elementos mas pequefios (Bardin, 1994) (Figura 5).

Fig. 5. Representacién de las cdlulas de Sertoli conforme ellas residen entre las celulas germinales del titbulo seminifero. La base de la
odlula de Sertoli reside sobre la lamina basal a lo largo con la espermatogonia (gonia) (Russet, 1999).
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3. Rasgos Estructurales.

Son alargadas, y se apoyan sobre la membrana basal del tibulo semunifero (Wheater,
1987, Junqueira, 2000). Son células extremadamente grandes con una forma altamente
inusual (Russell, 1999). Con un método de tincion de plata aplicado en secciones con
parafina, Elftman concluy$ que en el testiculo de rata, eran altas y de forma columnar y su
distribucion dentro del epitelio seminifero asemeja a un modelo de arboles plantados en una
huerta. Sobre las bases de éste y estudios anteriores sobre el testiculo del raton, el aspecto
basal de las células de Sertoli, la mayor parte facilmente visible por el microscopio de luz,
fue comparado con un tronco de un arbol, las muchas ramificaciones citoplasmicas entre las
células germinales de alrededor son andlogas a las ramas de un arbol (De Kretser, 1994)
(Figura 6).

El volumen de ésta célula de los mamiferos fluctila desde los 2000 a los 8000 pm’®, es
larga comparada con las demas células del cuerpo (Russell, 1999).

Fig. 6. Dos vistas de una singular célula sustentacular reconstruida de rata. La célula reconstruida tvo aproximadamente 90 pm de talla v
se extendio desde 1a base hacia el limen del tibulo seminifero. La superficie es altamente irregular en su contomno, conformandose a las
formas de las cétulas de Sertoli adyacentes (Kretser, 1994).



a) El Nucleo.

En una amplia variedad de animales, el ntcleo exhibe una morfologia caracteristica
facilmente visible dentro del aspecto basal del epitelio seminifero (De Kretser, 1994). El
niicleo es muche mas grande que el de las células del epitelio germinal, es muy visible por
su forma ovoide y alarpada con cromatina fumemente dispersa, compuesto por
nucleoplasma eucromatico (De Reviers, 1990; De Kretser, 1994) y est4 situado cerca de la
membrana basal y orientado de manera caracteristica, en 4dngulo perpendicular a la
membrana basal y presenta frecuentemente una profunda invaginacion; un detalle constante
es la existencia de un nucleclo grande y denso y también la presencia de cuerpos
cromatinicos densos asociados al nucleolo (De Alba, 1985; Wheater, 1987; De Reviers,
1990; Junqueira, 2000).

El nucleolo esta compuesto de varias partes clasicas, dos fibrilares y una granular, mas
un espacio vacuolar que aparece hacia la puberiad en algunas especies (De Reviers, 1990).
Las células sustentaculares del humano contienen un nucleolo relativamente grande y su
intensa tincién con colorantes basicos facilita la identificacion del nmicleo dentro del epitelio
seminifero. Su configuracion usual semeja una estructura tripartita con una masa nucleolar
compacta densa ceniral, propiamente el necleolonema. Desde éste cuerpo, variables
proyecciones 2 menudo se extienden superficialmente para lograr asociacion con dos zonas
de matenial de heterocromatina. Estos dos cuerpos asociados lateralmente son a veces
mencionados como los pares amorfos, esferas amorfas, cariosomas satélites o cuerpos
heteropicnoticos, los cuales se tifien positivamente por la presencia de DNA con la reaccién
de Feulgen, mientras el nucleolonema permanece negativo (De Kretser, 1994).

El nucleolo es facilmente identificado en el nicleo y alcanza especial prominencia en
tamaiio y densidad electronica en las células de Sertoli del raton, cobayo y hamster. En el
nucleolo de ratdn, el nucleolonema contiene componentes fibrilares formando series de
anillos que rapidamente incorporan uridina tritiada [°H], indicando sitios de sintesis de
RNA. Estudios autoradiograficos después de la incorporacion de [*H] indicaron que la
transeripeion del DNAr ocurrié en el sistema nucleolar fibrilar, indicando que en los
centros fibrilares anteriormente mencionados no son el sitto de transeripeién del gen RNAr
(De Kretser, 1994).

Una meorfologia nucleolar altamente inusual ha sido descrita para los epiteliocitos
sustentaculares del bovino, las cuales despliegan una agregacién de muchas vesiculas
limitadas a la membrana promediando de 0.2 a 0.35 um en didmetro y cargando granulos
de 15pm sobre su superficie externa. Estructuras similares se han observado en los
epiteliocites del carnero, bufalo Africano y antilope del Este de Africa, v se ha sugerido que
en oiras especies rumiantes podrian desplegar estos cuerpos nucleolares multivesiculares.
Aunque estas formas membranosas del nucleolo en éstas células se asemejan a aquellas

observadas en el endometrio humano y 2 la espermatogonia obscura tipo A (De Kretser,
1994).

Muchos poros nucleares atraviesan la membrana nuclear la cual esta cercada con una
fina zona de filamentos citoplasmicos de 7um, formando una vaina de 150 a 250 nm en
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espesor para conferir rigidez al nicleo y evitar la incursidn de organelos citoplasmicos (De
Kretser, 1994).

El nuacleo irregularmente formado, muestra especializaciones regionales que indican
tener funciones diferenciales asociadas con los varios tipos de células germinales con los
cuales estdn simultineamente asociados (Russell, 1999). El micleo despliega variacion
ciclica en tamafio dependiendo de las células germinales adyacentes, la estacion y el estado
hormonal del animal (De Reviers, 1990).

b) El Citoplasma.

En general, los componentes del citoplasma muestran una distribucién polarizada. Las
regiones basal y del tronco bajo del citoplasma contienen una abundancia de organelos e
inclusiones, mientras las extensiones apicales usualmente exhiben una escasez de tales
estructuras (De Kretser, 1994).

El citoplasma es abundante y se extiende en pilares triangulares hacia el centro, es claro,
mal delimitado y de forma sumamente irregular. Contiene numerosos granulos, fibrillas y
cristaloides a manera de tentaculillos, que pueden envolver a las espermatidas en desarrollo
(De Alba, 1985; Wheater, 1987; Junqueira, 2000). La forma general es basicamente
cilindrica de 70-80 um de altura X 25 pm de ancho en la rata, pero quizi estd mejor
describirla como un arbol proporcionando brazoes laminares de 20-25 pm de largo rodeando
a todas las células germinales excepto a la espermatogonia (De Reviers, 1990).

El citoplasma posee una gran cantidad de finas mitocondrias orientadas a lo largo del eje
longitudinal de la célula, que se extiende desde la base del tibule hacia el lamen,
numerosas vesiculas lipidicas (Dellmann, 1999; Johnson, 1999) comunes entre las especies.
Su acumulacién es ciclica, debido a la reabsorcion de los cuerpos residuales. Ellas son
numerosas durante la estacién no reproductiva de los mamiferos domésticos con
reproduccion estacional (De Reviers, 1990). La mitocondria en la rata exhibe formas de S o
contornos tipo bufivelo o pesa irregular de gimnasio, en adiciéon a las usuales formas
redondas y alargadas. En todas las especies hasta ahora examinadas, la mitocondria tiene
orientado transversalmente cristae pero la forma tubular es frecuentemente encontrado
particularmente en las variedades esféricas (De Kretser, 1994).

Contienen también, relativamente poco reticulo endopldsmico rugoso o granular (De
Kretser, 1994; Dellmann, 1999), el cual se presenta como diversas longitudes cortas
paralelas a la cisterna o alternativamente tienen la forma de tibulos individuales pequefios
principalmente en la base o tronco del citoplasma. La ocurrencia del reticulo endoplasmico
agranular o liso se ha descrito exhaustivamente y no hay un modelo morfologico general
que pueda ser aplicado para una descripcidn del reticulo endoplésmico liso, puesto que ha
sido referido como vesicular, tubular, cisternal, fenestrado o laminar. La mayor distribucion
del reticulo endoplasmico liso de la célula de Sertoli ocurre en varias especies artiodactiles

-(cuadripedos con pezufia) como el toro, verraco, carnero, antilope y gazela, en donde
masas compactadas largas de membranas lisas cubren y rodean el dasarrollo de las cabezas
de las espermatidas alargadas. Un desarrollo remarcable del reticulo endoplasmico liso en
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relacion a la maduracién de las espermatidas estd en la ardilla, donde justo antes para
liberar el esperma, la cabeza de la espermatida es retenida por la via de ésta asociacion con
proyeccicnes del citoplasma de la célula de Sertoli llenas de reticulo endoplasmico liso.
Después de la espermiacion, éstas masas membranosas son transportadas hacia la base de
cada epiteliocito. En la rata, el reticulo endoplasmico liso sufre cambios ciclicos en su
morfologia, desde tubular a vesicular, en asociacién con el ciclo espermatogénico (De
Kretser, 1994). La existencia de un reticulo endoplasmico liso sugiere que éstas células, son
por alguna razén desconocida, muy activas en la biosintesis lipidica, siendo abundante en la
regién proxima al desarrollo acrosomal de la espermatida (Bardin, 1994; Dellmann, 1999).

También estin presentes microfilamentos y microtubulos que también se disponen
paralelos al eje longitudinal de la célula, también filamentos de actina que estin
probablemente involucrados en los cambios de su forma durante la migracion de las células
germinales desde la base hacia el lamen del tibulo seminifero, y lisosomas. (Wheater,
1987; Dellmann, 1999; Russell, 1999).

El complejo de Golgi es grande (De Reviers, 1990), la estructura de los multiples
clementos de Golgi en este tipo de célula es también consistente con un mecanismo
altamente activo para procesar nuevamente proieinas sintetizadas; sin embargo, parece ser
insuficiente el reticulo endopldsmico rugoso para considerar la sintesis apreciable de
proteina. Estas observaciones junto con: (a) la faita de vacuolas o granulos secretores
ligados a la membrana en asociacién con Golgi, (b) la escasez de evidencia morfolégica por
exocitosis y (c) el pequefic niimero de vesiculas abriendo hacia las superficies laterales de
las células de Sertoli, sugieren que éste tipo de células no libera una cantidad significativa
de proteina hacia la luz del tibulo seminifero, sin embargo, pueden secretar hasta 100
proteinas, un hallazgo consistente con las estructuras de la cromatina nuclear y el complejo
de Golgi. En los testiculos de la rata y el raton el aparato de Golgi consiste de un sistema
primario, visible solamente con microscopio electrénico, de placas membranosas
perforadas e interconectadas por estrechos puentes. (De Kretser, 1994).

Existe también glucégeno el cual se acumula durante la maduracion de las espermatidas
y desaparece poco antes de la espermiacién. Esta sintesis progresiva tieme lugar en las
espirales del reticulo endoplasmico localizados cerca de las numerosas gotitas lipidicas
sobre el lado basal de la célula (De Reviers, 1990).

Existen también, altas concentraciones de zinc y cristaloides, tal como el cristaloide o
cuerpo de inclusién Charcot-Boticher en el humano y verraco de los cuales se desconoce su
funcién (De Reviers, 1990; De Kretser, 1994), los cristaloides del cerde son mas pequefios
que aquellos vistos en el humano y consisten de filamentos paralelos de Sum. de diametro.
Tales inclusiones filamentosas son de dos tipos principales, originalmente clasificados de
acuerdo a su longitud y grosor. Lubarsch descubri6é largos cristales de mas de 25um de
longitud dentro del citoplasma, los cuales llamé cristales de Charcot-Boticher. Later
Spangaro observé muchos cristales muy pequefios dentro de la célula y todas esas
inclusiones son ahora referidas colectivamente como los cristales de Charcot-Bottcher.
Facilmente visible por el microscopio de luz, sus rasgos ultraestructurales pueden ser
resumidos como sigue: (a) perinuclear, frecuentemente orientados oblicuamente en relacioén

17



a la lAmina basal; (b) alargados, de forma fusiforme, arriba de 5 pm de ancho y de 10 a 25
um de largo; (c) forma simples bifurcaciones, entre las cuales se establece el glucégeno o
filamentos de 10nm; (d) consiste de filamentos paralelos densos de aproximadamente 15um
de didmetro, que en cortes de secciones exhibe contornos serpentinos o en zig-zag; (€) sus
exiremos como espiga terminal podria ser continua con 9 a 12 nm de filamentos
citoplasmicos. Estos filamentos contienen actina y de éste modo podrian derivarse del
citoesqueleto de la misma célula (De Kretser, 1994).

Los epiteliocitos contienen cantidades variables de cuerpos densos usualmente referidos
como colecciones de lisosomas, cuerpos multivesiculares y vacuolas heterofagicas.
Frecuentemente estos componentes del sistema lisosomal son secuestrados en regiones
profundas de la célula, donde flanquean al nicleo, pero alternativamente, éstos son vistos
en grandes cantidades dentro de la célula hacia arriba del tronco columnar, donde se ubican
para finalizar el desarrollo de las espermatidas (De Kretser, 1994).

Aun cuando el reticulo endoplasmico esta relativamente esparcido en el citoplasma, las
células de Sertoli tienen lisosomas secundarios asociados con la digestién de cuerpos
residuales, pero la cantidad de lipofuscina es muy baja (Johnson, 1999).

Escasa atencion ha sido otorgada a la presencia de capas de membranas lisas usualmente
confinadas a los aspectos basales del epiteliocito del humano. Por la presencia de complejos
semejantes a un poro que forman una construccién de puentes entre los contornos paralelos
de éstas membranas, son comparados a una lamina anillada que se ha descrito en otros
tejidos. Aunque su funcidn en la célula permanece desconocida, la lamina anillada ha sido
implicada en el transporte del RNA desde el niicleo, sintesis protéica y el sitio de sintesis de
tubulina o polimerizacion de microtibulos (Bardin, 1994).

Mientras se quiera ser expectante para una célula que estd obligada en alterar su forma
radicalmente, de acuerdo a los eventos siempre cambiantes dentro del epitelio seminifero,
todas las células de Sertoli hasta ahora estudiadas estin dotadas con un elaborado
citoesqueleto, simultdneamente con elementos contractiles ocupando casi todas partes de la
matriz citoplasmica. Aquel componente responsable de mantener la forma celular y la
redistribucion del gel citostélico de la matriz, es atribuido a un frecuentemente extenso y
enredado sistema de microfilamentos (6-7pm) y filamentos intermedios (10um).
Simultdneamente estos sistemas de filamentos densos estian pensados para jugar un mayor
papel en el soporte estructural de la célula, cuando la rigidez es necesana y ofras veces €sta
es pensada en los cambios mecanicos en la viscosidad de la matriz celular, permitiendo
variables grados de plasticidad que son esenciales para acomodar la movilidad constante de
las células germinales. Estos filamentos son ricos en actina y vimentina. Los microtibulos
son abundantes en las criptas profundas que acomodan a las esperruatidas alargadas, pero
estan ausentes en las regiones asociadas con células germinales avanzadas. Corriendo
paralelos al eje longitudinal del tronco de la célula de Sertoli, los microtibulos también
conforman el contorno de las cabezas de las espermétidas en desarrollo. Los microtibulos
son candidatos potenciales para ¢l transporte intracelular de los organelos y proporciona el
motor a los caminos por translocacién de las células germinales dentro del epitelio
seminifero (De Kretser, 1994).



son candidatos potenciales para el transporte intracelular de los organelos y proporciona el
motor a Jos caminos por translocacidn de las células germinales dentro del epitelio
seminifero (De Kretser, 1994).

Tanto el nicleo como el citoplasma tienen la propiedad de cambiar su forma de acuerdo
a la abundancia o escasez de las espermatidas (fases de la espermatogénesis) que se
encuentran en su vecindad, permitiendo de ésta forma el movimiento progresivo durante el
desarrollo de los espermatozoides hacia la superficie luminal de los tibulos (De Alba,
1985; Wheater, 1987; Russell, 1999; Junqueira, 2000} (Figura 7).

Las células de Sertoh presentan numerosas invaginaciones citoplasmaticas, donde se
localizan las células de la linea espermatogénica. Al contrario de los espermatogonios, las
células epiteliosustentaculares nunca se dividen durante el periodo reproductivo y no
obstante pueden ser consideradas como parte integral del epitelio germinal, son células
somaticas y no componentes del germoplasma (De Alba, 1985; Junqueira, 2000). Son muy
resistentes a condiciones adversas como infecciones, desnutricion v rayos X, que afectan
mas facilmente a las células de la linea espermatogénica (Junqueira, 2000).
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4. Técnicas de Estudio

Por un largo tiempo, las células de Sertoli fueron cultivadas en cépsulas plasticas que
favorecian la formacion de una monocapa celular aplanada, pero representaba un
inconveniente, una de las mayores caracteristicas de su funcién, la barrera hemato-
testicular, basada en las uniones inter-Sertoli, se perdia completamente (Santiemma, 1989).

El cultivo de estas células ha sido el principal método para estudiar en forma aisladas sus
funciones. Son frecuentemente aisladas por separacion de los tibulos seminiferos desde el
tejido intersticial, continuando por digestiones enzimaticas y entonces eliminacién de
células germinales contaminantes por shock hipotdnico. Las células de Sertoli adelgazan en
cultivos, pero conservan algin grado, de su forma natural si son cultivadas sobre un
material de tipo lamina basal artificial. Son mas facilmente aisladas de ratas de entre 15 y
20 dias de edad. Su aislamiento y cultivo de animales viejos es raramente practicado. La
mayoria de los conocimentos acerca de sus respuestas bioquimicas se derivan desde
cultivos de células obtenidas desde animales inmaduros (Russell, 1999). Se cred un sistema
de cultivo bicameral que permite hacer un ambiente dual. Este sistema de cultivo de doble
camara es de ayuda para obtener células de Sertoli que més se asemejen a aquellas in vivo
(Santiemma, 1989).

Pueden ser estudiadas en mamiferos con reproduccién estacional. Aqui, el testiculo
periédicamente regresa y la regresién es segunida por recrudescencia justo antes a la
reproduccion estacional. La actividad ciclica de las células de Sertoli es probablemente en
respuesta al estimulo hormonal ciclicamente cambiante (Russell, 1999).

5. Fisiologia

El niimero de células de Sertoli en un individuo es importante porque est4 relacionada al
numero de espermatogonias, al nimero de espermatidas o proporcién de la produccién de
espermatozoides en carneros, toros, caballos, ratas y humanos (Johnson, 1991; Johnson,
1999). Esta relacion existe porque su funcién es dar soporte estructural y nutricional a las
células germinales, secretando lactato y piruvato (Santiemma, 1989; Griswold, 1999),
también, lleva a cabo la espermiacion de las espermatidas maduras, dar movimiento de las
células germinales jovenes, fagocitosis de las células germinales degeneradas y de cuerpos
residuales por espermatozoide liberado, secrecidn de fluido luminal y proteinas, formacion
de la barrera hematotesticular y comunicacion intercelular (Johnson, 1991; Wrobel, 1998;
Johnson, 1999) (Figura 8).

Las células de Sertoli principalmente proveen factores criticos necesarios para la
progresién sucesiva y diferenciacion de las células germinales, estos factores criticos
pueden ser de soporte fisico, barreras o complejos de unién o estimulacion bioquimica en la
forma de factores de crecimiento o nutrientes. Algunas de las funciones pueden no ser
requerimientos absolutos para la espermatogénesis pero algo pudieran influenciar la
eficiencia del proceso. Hay tres principios basicos que subrayan el papel obligatorio de las
células de Sertoli durante la espermatogénesis. Primero, la condicion en la cual los
testiculos contienen células germinales nunca ha sido reportada y el desarrollo de las
células germinales en cultivos independientes de cocultivos con células de Sertoli es
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muy hmitada. El segundo principio es que su funcién v eficiencia parecen estar limitadas al
numero de células germinales. El tercer principio basico es que el requenmiento endocrine
para la espermatogénesis de los vertebrados mas altos es un resultado de la accion de
hormonas reproductivas, como la hormona foliculo estimulante y testosterona, sobre la
célula de Sertoli y no sobre la célula germinal (Griswold, 1999).

Esta extensamente probado que los epiteliocitos participan en la regulacion de la
espermatogénesis (Singh, 1989). Entonces, engloban tres funciones principales: Primera.
Proporcionar soporte y controlar la nuiricion de los espermatozoides en formacion
mediante la regulacion del paso de los nutrientes aportados por la sangre, funcionando
como células nodrizas y suministrando también soporte estructural a las células
espermatogénicas en desarrollo (Wheater, 1987; Junqueira, 2000; Ko, 2003).

Las espermatidas tienen estrechas relaciones funcionales y estructurales con las células
de Sertoli. Por ejemplo, las espermatidas alargadas estan profundamente insertadas dentro
de invaginaciones vistas en el citoplasma supranuclear. Sus funciones, las cuales estin
mantenidas por hormonas esteroideas secretadas por las células de Leydig, son esenciales
para ¢l mantenimiento de la espermatogénesis. La dependencia de las espermatidas sobre
las células de Sertoli y sus interacciones especificas de estado podrian explicar el fracaso
hasta ahora para mantener la espermiogénesis in vitro (Jobnson, 1999).

Segunda. Fagocitar y digerir, gracias a sus lisosomas, los restos de citoplasma que se
desprenden de las espermatidas, durante la espermiogénesis (Wheater, 1987, Bardin, 1994
Junqueira, 2000). Como otras células nodriza en el cuerpo, funcionan para proporcionar
material para estimular el crecimiento, pero también tienen la funcion de remover
sobrantes. Las células germinales degeneradas y los cuerpos residuales después de que las
espermatidas son liberadas (espermiacion) son fagocitades por les epiteliocitos. De éste
modo estan equipadas con una desarroliada fuente de sistema digestivo citoplasmico capaz
de digerir materia de particulas extrafias y participando en la remocion de células
germinales degeneradas (Johnson, 1999). Alternativamente, si el movimiento de la célula
germinal es impedido y las células germinales son retenidas en ¢l epitelio por un periédo de
tiempo prolongado, estas envejecen y son removidas por las células de Sertoli por la via de
Ia fagocitosis, siendo ésta, una razén de infertilidad decisiva en el macho (Cheng, 2002)
(Figura 8).

La formacion de lisosomas y su participacion en la disolucién de cuerpos residuales
mantiene de ¢ste modo un vinculo entre las actividades endociticas y fagociticas de la
célula de Sertoli. La endocitosis absorbente ocurre principalmente durante el estado VII,
cuando varias vacuolas fagociticas forman un cierre a las cabezas de las espermatidas
tardias, donde ellas probablemente juegan un papel en la reabsorcion de los complejos
tubulcbulbares que sujetan las cabezas de las espermatidas hacia los procesos citoplasmicos
apicales de las células de Sertoli (Griswold, 1999).

Tercera. Secretan un liquido cuya corriente transporta a los espermatozoides (Junqueira,
2000; Ko, 2003). Tras la eyaculacion, los espermatozoides se vuelven moviles y también
capaces de fecundar el éwvulo, un proceso denomunado maduracion. Las células
sustentaculares vy el epitelio del epididimo secretan un liquido nutritivo especial que es
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evaculado junto con los espermatozoides, éste liquido contiene hormonas (testosterona y
esirogenos), enzimas y nutrienies especiales que son esenciales para la maduracién del
espermatozoide (Guyton, 2001). Las células de Sertoli y las células germinales regulan
reciprocamenie su secrecion ciclica de proteinas a lo larpo del tibulo seminifero. Las
células mioides amplifican este proceso tansformando factores de crecimiento,
moduladores humorales y matriz extracelular. Las células de Sertoli tienen vias de baja
resistencia para el transporte intercelular de metabolitos celulares, que coordinan la
actividad del epitelio seminifero (Hafez, 2002).

Varias proteinas circulantes se introducen por el compartimiento basal a las células de
Sertoli a través de mecanismos endocrinos: tranferrina, proteina fijadora de andrdgeno
{ABP), factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGF) y factores de crecimiento
relacionados. Las proteinas secretadas por las células de Sertoli en el compartimiento
adluminal se internalizan por un mecanismoe paracrino a las células germinales. Los
espermatocitos y ias espermatidas tempranas son el blanco preferido de proteinas de las
células de Sertoli (Hafez, 2002).

6. Barrera Hemato-Testicular (BTB-Blood Testis Barrier),

Una regién particular de una célula de Sertoli tiene contacto con otras células de Sertoli
adyacentes a ésta. Este contacto ocurre cerca de la base del tibulo en la region llamada
tradicionalmente barrera “hemato-testicular”, ésta regién es mas ampliamente referida
como la barrera de la célula de Sertoli. La barrera perece ser inmunoproteciora contra
autoantigenos que progresivamente se desarrollan sobre la superficie de las células
germinales conforme ellas maduran. La barrera garantiza que la mayoria de los nutrientes y
los factores inhibitorios/estimulatorios lleguen a las células germinales a través de la célula
de Sertoli o sean modificadas en su paso hacia las células germinales (Johnson, 1991; Hess,
1899; Russell, 1999; Jonson, 1999).

Por un largo tiempo los epiteliocitos sustentaculares fueron cultivados sobre cpsulas de
plastico que favorecian la formacion de una capa de células aplanadas. Este modelo in vitro
fue muy usado para estudiar el funcionamiento de la célula, pero se presentaba un
inconveniente mayor: una de las mas importantes caracteristicas de la funcién ésta célula, Ia
barrera hemato-testicular basada en las uniones inter-Sertoli (Santiemma, 1989). La
mayocria de los espermatocitos primarios pasan a través de éstas uniones intercelulares sin
interrumpir la barrera  hemato-testicular fisiolégica. Tal paso estd probablemente
consumado por una abertura semejante 2 un zipper de esas uniones, las cuales se cierran
debajo de los espermatocitos antes que ellos alcancen el compartimiento adluminal
(Johnson, 1991; Wrobeld, 1998).

Los tibulos seminiferos no son penetrados por vasos sanguineos ni linfaticos. Ademads,
las células germinales en desarrollo dentro de ellos estin protegidas contra cambios
quimicos en la sangre por la barrera de permeabilidad especializada (Hafez, 2002). La
barrera hemato-testicular previene la entrada selectivamente de muchas sustancias, al
compartimiento adluminal en donde el proceso vital de Ia meiosis y la espermiogénesis
tienen lugar en un microambiente controlado (Bardin, 1994; Wrobel, 1998; Russell, 1999;

22



Hafez, 2002). Esta barrera hemato-testicular tiene dos componentes principales: a) la
barrera completa o parcial de las células mioides que rodean el tiibulo y b) las uniones
particulares entre células de Sertoli adyacentes (Hafez, 2002). Los epiteliocitos forman
numerosos tipos de uniones con las células germinales. Estas son principalmente uniones
de tipo edherente y comunicante. Algunas inusuales relaciones de célula a célula entre las
células de Sertoli y las células germinales se establecen solamente en el testiculo (Bardin,
1994; Johnson. 1991: Russel]_ 1999).
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7. Regulacién Celular,

La célula de Sertoli es un principal ejemplo de una célula con especializaciones
estructurales regionales que cumplen una variedad de tareas. La célula de Sertoli
simultineamente se asocia con un minimo de cuatro diferentes tipos de células germinales,
con la lamina basal y con otras células de Sertoli. Es obvio que éstas especializaciones
regionales reciben ordenes desde un comando y centro de control para hacer diferentes
tareas al mismo tiempo (Griswold, 1999).

Los estudios morfologicos practicados en testiculos en los afios 70's y 80's tienen
identificados muchos tipos de uniones comunes. Los tres tipos de uniones establecidas en el
testiculo son como sigue: uniones de cierre, de sujecion y de comunicacion estrecha (Gl-
Gap Junction). Las uniones herméticas u oclusivas(TJs-Tight Junction) ocupan la mayor
porcion apical de las células, seguidas por las uniones adherentes o de anclaje (Als-
Adherent Junction) y después por una hilera paralela de desmosomas. En conjunto estas
estructuras forman el "Complejo de Union"(Cheng, 2002). Se piensa que la principal
barrera de permeabilidad entre la sangre y los testiculos son las uniones complejas entre las
células de Sertoli adyacentes. Estas uniones situadas cerca de la base celular, contienen
multiples zonas de adhesion (uniones estrechas) donde las membranas opuestas se fusionan
(Hafez, 2002). Las uniones oclusivas dividen los tibulos seminiferos en dos
compartimientos distintos: 1) un compartimiento basal, que contiene espermatogonios y
espermatocitos preleptotene y 2) un compartimiento adluminal, que contiene las etapas mas
avanzadas de los espermatocitos y las espermatidas, el cual se comunica libremente con la
luz del tibulo (Johnson, 1999; Dellmann, 1999; Hafez, 2002) (Figura 9).

Compartmienio adiuminal

Fig. 9. Esquema de dos células de Sertoli unidas por
usiones ocluyentes para former lo dos compartimientos
fuacionales del 1esticulo: el compartimiento basal y el
comparimiento adtuminal (Jundqueira, 2000).

Compartimienio basal
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Sea cudl fuere la organizacion histologica del testiculo, alguna forma de especializacién
de unién intraepitelial siempre localizada en las células somaticas rodeando a las células
germinales, sugiere que la barrera hemato-testicular es un antiguo rasgo de importancia
ceniral para el desarrollo de gametos viables. La formacion de uniones celulares inter-
Sertoli coincide con el cese de la proliferacién de la célula sustentacular en el testiculo
inmaduro. También se ha sugerido que el proceso de maduracién meidtica y diferenciacién
de las espermatidas ocurre en un microambiente adluminal inmunol6gicamente privilegiado
por la via de las uniones celulares herméticas inter-Sertoli. El aislamiento de éstas células
germinales por la barrera hemato-testicular restringe el escape de antigenos o previere la
entrada de anticuerpos o células inmunes desde el sistema vascular (De Kretser, 1994).

El componente efectivo de la barrera hemato-testicular reside dentro del epitelio
seminifero. A la luz de ésta evidencia, la examinacion de las caracteristicas
ultraestructurales del epitelio seminiferc reveld la presencia de varios tipos de uniones
herméticas o estructuras semejantes a desmosomas asociadas con Ja membrana plasmaética
de la célula sustentacular. Los rasgos estructurales de las uniones inter-Sertoli han sido
documentadas en excelentes descripciones y estdn resumidas como sigue: (a) las
especializaciones de union entre los epiteliocitos son particularmente prominentes en las
regiones basales y usualmente ocurren cuando ésta célula adyacente encnentra procesos
citoplasmicos, (b) algunas veces en la base del epiteliocito adyacente a la lamina basal el
encuentro de dos procesos citopldsmicos de éstas células yuxtapuestas pueden estar
desprovistas de la especializacién de unién, {(c) la localizacién basal de las
especializaciones de unidn circunscriben los margenes laterales de los epiteliocitos, (d)
normalmente un espacio de 15 a 20pm separan las hojuelas externas de la membrana de la
célula de Sertoli adyacente, () ocasionalmente este espacio es reducido a 2um similar a la
union gap tradicional o nexos de otras células (De Kretser, 1994).

Durante los primeros estados de la espermatogénesis las espermatidas se posicionan
centralmente inmediatamente a la luz de los fibulos seminiferos, rodeadas por procesos de
citoplasma del epiteliocito sustentacular. A este tiempo pequefias uniones punteadas como
desmosomas ocurren con las células adyacentes (De Kretser, 1994). El paso de los
espermatocitos leptotenos desde el compartimiento basal hacia ¢l adluminal es asistido por
las uniones semejantes a desmosomas, también llamadas uniones adherentes, caracterizadas
por la presencia de actina (De Reviers, 1990).

a) Uniones Herméticas (TJ-Tight Junction).

- Regulacién de las Dindmicas de la TJ.

Tres teorias se fundamentan en la literatura explicando los eventos de desensamble y
reensamble de la TJ durante la espermatogénesis. Primera, la "Teoria del Zipper”, la cual
propone que las TJs inter-Sertoli o las zonas ocluidas, consisten en fibrillas que encierran
completamente el dominio basal de las células de soporte, rompiendo debajo para
acomodar el canal de los espermatocitos preleptoteno o leptoteno, en tanto que nuevas
zonulas de oclusién se reforman bajo la migracién de los espermatocitos preleptoteno.
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Segunda, la "Teoria del compartimienio celular intermedio”, propuesta por Russell, que
sugiere la presencia de un compartimiento ocupado por células germinales en transito, del
compartimiento basal hacia el adluminal. Sin embargo, ambas teorias no aclaran cuales son
las causas de la disociacion y asociacitn de las TJ fibrilares para facilitar el movimiento de
los espermatocitos preleptoteno y leptoteno a través de la BTB. Tercera, la “Teoria stress”
o "Teoria de remocion repetitiva de segmentos de la membrana”, propuesta por Pelletier y
Byers, sugieren que las continuas migraciones hacia arriba de un gran nimero de células
germinales producen un stress contra la zonula de oclusién del epiteliocito. Esta teoria, sin
embargo, no aclara qué ocasiona y facilita el movimiento hacia arriba de las células
germinales (Cheng, 2002).

Los diferentes caminos de transduccion de sefiales estdn implicados en la regulacién de
las dinamicas de la TJ. Estos incluyen protein-cinasas, protein-fosfatasas, Ca’*
intracelular, proteinas G, calmodulina, cAMP y fosfolipasa C (Fig. 18). Basados en éstos
caminos, dos modelos bioquimicos han sido propuestos y probados para explicar como las
pequefias moléculas, tales como los acidos grasos, aminoacidos, glucosa y 1a IgG, pueden
atravesar las TJs epiteliales durante la absorcién de nuirientes y respuestas inflamatorias
(Cheng, 2002):

MODELO INTERRUPTOR DE Ca’". Se conoce que la barrera de la TJ puede separarse
y resellarse por manipulacién de [Ca®™] en un medio de cultivo, demostrando
inequivocamente que el [Ca®*] juega un papel muy critico en la regulacion de las dindmicas
de la TJ en el testiculo (Cheng, 2002).

MODELO DE VACIADO-LLENADO DE ATP. Durante el ensamble y desensamble de la
T, el citoesqueleto de actina sufre de gran polimerizacion y despolimerizacion, los cuales
son por si mismos, eventos ATP-dependientes. Cuando el ATP es vaciado desde el sistema,
la ZO-1 liega a asociarse con las proteinas del citoesqueleto, tales como la fodrina. Esta, a
su vez, arrastra a la ZO-1 fuera de los sitios de la TJ causando fugas de 1a TJ. En el llenado
del ATP, la asociacién entre la ZO-1 y la fodrina se destruye, permitiendo que las
moléculas ZO-1 retrocedan hacia los sitios de la TJ, resellando la TJ (Cheng, 2002).

Existen otros caminos de regulacion de las dindmicas de la TJ como: la regulacion por el
AMPc (Fig. 10), que tiene un efecto bifasico sobre el ensamble y mantenimiento de las TJs
en las células de Sertoli in vitro. De 4-20 pM, la dibutiril AMPc (DbAMPc) estimula el
ensamble de la permeabilidad de la barrera de la TJ, mientras que de 100-500 uM inhibe el
ensamble y mantenimiento de la TJ, ilustrando con esto que la funcionalidad de 1a TJ en el
testiculo esta regulada, al menos en parte, por un camino AMPc-dependiente. Los niveles
intracelulares del AMPc estan regulados por proteinas G, las cuales se localizan en el sitio
de las TJs, sugiriendo que hay un camino mecanico local hacia las TJs para alterar el nivel
del AMPc (Cheng, 2002).

El siguiente camino de regulacién de las dinamicas de la TJ esta bajo el control de las
citocinas, proteasas e inhibidores de proteasas (Fig.10). Las células germinales y las de
Sertoli son conocidas por producir citocinas tales como, la TGF-a, TGF-B, factor de
crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento de fibroblasto (FGF), IFN-a, IFN-f.
IFN-y y TNF-a. La inmunolocalizacién de la TGF-$1, B2, B3 esta presente en las células de
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Sertoli y en las germinales. La TGF-B3 estd localizada predominantemente cerca del
compartimiento basal del epitelio seminifero tanto en los epiteliocitos como en los
espermatocitos primarios, esta citocina posiblemente regula la traslocacion de los
espermatocitos preleptoteno y leptoteno a través de la BTB por perturbacién de las Tls.
Otros estudios ilustran que la TGF-B induce el rompimiento de la permeabilidad de la
barrera de la TJ, mediada por la via del camino de la MEKKs/p38-MAP kinasa. Otros
estudios han demostrado que las proteasas y los inhibidores de proteasas estan implicados
en el ensamble de las TI/AJ. Por ejemplo, fué demostrado que la presencia de un inhibidor
de proteasa, tal como la cloroquina, realmente facilita el ensamble de una "muy estrecha”
barrera de la TJ. En suma, FGF bésica y la TGF-B pueden afectar la expresién y produccién
del activador de plasmindgeno (una serina proteasa). Esto demuestra que el desarme y
ensamble de la barrera de la TJ est4 asociada con una induccidn pasajera de proteasas e
inhibidores de proteasas y sus actividades deberian estar coordinadas para mantener la
integridad de la BTB (Cheng, 2002).

Debido a que la matriz extracelular (ECM) y las células mioides peritubulares tienen una
intimidad morfoldgica estrecha con las Tls, se postuld que éstas también regulan las
dinamicas de la TJ. En realidad, las células mioides peritubulares en la Jamina basal son

conocidas por regular las células de Sertoli por la via de sus productos secretados (Cheng,
2002).

- Funciones de las TJs en el Testiculo.

Tres funciones pueden atribuirse a las TJs. Primera, formadas las TJs entre las células
adyacentes, juegan un papel esencial en la formacién de compartimientos para crear una
barrera para distinguir Ia difusién de solutos completando la senda paracelular. Segunda, las
TJs establecen una frontera entre los dominios apical y basolateral de una célula cuya
diferencia estd en la composicion de la proteina y el lipido. Estas en su oportunidad.
establecen y mantienen una polaridad celular epitelial y endotelial. Estos dos roles de las
TJs se conocen como las funciones de "“barrera” y "defensa”, respectivamente. Tercera, la
BTB también establece una barrera inmunologica que secuestra determinantes antigénicos
que residen sobre las superficies de las células germinales desde la circulacion sistémica.
Esta barrera también excluye la entrada de inmunoglobulinas y linfocitos circulantes hacia
el compartimiento adluminal (Cheng, 2002) (Figura 10).
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Fig. 10 Madel lecular de las dinidmicas de TJ de la célula de Sertoli cn donde las mihiples molécalas que interactiian con cada una
para regular la entrada y cierre de 1a barrera de TJ que constituye la BTB. A la izquierda, la barrera de T esta cerrada. A la derecha, la
barreara de TJ esta abierta. Las dinimicas do la wnion hermmética en el testiculo estin ladas por dife grupos de moléculas y/o
estados funcionales de las protefpas, las cuales incluyen GTPasas, proteasas/inhibidores de proteasas, fosforilacion proteinica. calcio
intracelular y univeles de ¢cAMP y citocinas como la TGF-B3. Por ejemplo, la fosforilacion reducida de la occludi ! la

desfosforilacion de las moléculas de occludina para moverse hacia la region basolateral de la membeana, lejos de los sitios de T,
destruyendo la barrera-TJ (ver pane! derecho). Asi mismo, un incremento en las proteasas lambién favorece la destrucciop de la TJ (ver
panel derecho) pero un incr ent los iphibid de protessas favoreoe el cierre de la barrera TJ (ver panel tzquierdo) ( Cheng,

2002).

- Componentes Moleculares de las TJs.

Morfologicamente, las TJs forman un sello continuo circunferencial cercano al apice de
las células endoteliales y epitehales, mas lejanas de la lamina basal, mientras que en el
testiculo, estan localizadas en el compartimiento basal del epitelio seminifero adyacente a
la base de ia membrana, la cual es una forma modificada de la matnz extracelular (ECM)
en el testiculo. Por lo tanto, la ubicacion relativa de las TJs, de las AJs y de la ECM en el
testiculo estan en opuesto orden comparado con otro epitelio. Hay tres clases de proteinas
de la membrana integral de la TJ: occludinas, claudinas y moléculas de adhesion y union
(JAM) (Cheng, 2002) (Figura 11).
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Fig. 11. Modelo comin sobre la estructura molecular de las uniones berméticas y las proteinas constituyeates en el testiculo. Un dibujo
que ilustra la arquitectura molecular de las Tls. Sélo tres clases de proteinas de la b integral ~T)J, llamad. ludi laudina y

JAM. son conocidas 2 la fecha. Cada proteina de TJ de la membrana mtegral tienc distintivos domini brana, extracclular ¢
intracejular. La COOH terminal de la occludina csta asociada con la ZO-1 intracelularmente, la cual a su vez se asocia con Z0-2, Z0O-3,
AF-6, ZAK y otras. (Cheng. 2002).

FAMILIA OCCLUDINA. La occludina es un solo polipéptido 60 a 65 kDa y una
molécula Ca’* de adhesion intercelular independiente. Esta es también una proteina de la
membrana integral de la TJ putativa que contribuye a la defensa y barrera de las funciones
de las TJs. Sin embargo, solamente la occludina no puede generar una honrada barrera de la
TJ. Estudios han demostrado que tanto las occludinas como las claudinas contribuyen a
mantener la funcion de la TJ en Jas células epiteliales. Estudios en microscopio electronico
pueden demostrar que la occludina esti concentrada dentro de las fibrllas de la TJ
fosforilada en ambos residuos Ser/Tre y Tir. Es posible que los espermatocitos proleptoteno
y leptoteno sean la causa de los estimulos que regulan las dinamicas de las TJs para inducir
los cambios localizados en la fosforllacion de a occludina en las fibrillas de la TJ. Otros
estudios demuestran que dos moléculas de occludina adyacentes son capaces de la
oligomerizacion lateral, la cual a su vez forma engranes en las fibnllas de la TJ, tal vez
dentro de la bicapa membranosa. Se ha reportado que la occludina y la ocludina IB estan
establecidas en el testiculo del ratdon y de la rata pero no en las células de Sertoli del cuyo y
del humano, sugiriendo que el testiculo esta equipado con otras proteinas de la membrana
integral de la TJ aun por ser identificadas, para mantener la integridad y funcién de la BTB.
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Tomando colectivamente los resultados de los estudios se ilustra que todavia falta mucho
trabajo por hacer para definir el papel de la occludina en la regulacién de las dinamicas de
la TJ en el testiculo (Cheng, 2002).

FAMILIA CLAUDINA. Las claudinas son otras proteinas de la familia integral de la
membrana de la TJ, con una aparente masa molecular de ~22 kDa que confiere a la TJ su
funcionalidad y adherencia celular a las células epiteliales. Las claudinas comparten una
topologia molecular similar con las occludinas, aunque son proteinas completamente
distintas. Cada molécula de claudina consiste de un corto dominio citoplasmico NH,-
terminal, dos puntos extracelulares, cuatro dominios putativos transmembrana y un gran
dominjo citopldsmico COOH-terminal. Las claudinas se han demostrado localizadas en las
fibrillas de la TJ, siendo el principal componente de las proteinas de la TJ responsables de
construir los elementos que forman el sello en las TJs. La fosforilacion de la proteina pasa a
jugar un papel muy importante en el ensamble de la TJ. Al menos 24 claudinas han sido
identificadas en las TJs en diferentes epitelios. Siete diferentes claudinas se establecen en el
testiculo (Claudina-1,-3,-4,-5,-7,-8, y —11). La expresion de la claudina-11 en el testiculo
parece estar limitada al epiteliocito sustentacular. Por otra parte, la expresion in vitro de la
claudina-11 de la célula sustentacular del ratén es inhibida por la hormona foliculo
estimulante y el factor de necrosis tumoral (TNF)-o. Esto ilustra el significado de la
claudina-11 en la espermatogénesis (Cheng, 2002).

JAM. Las JAM son el tercer tipo de proteinas de la membrana integral de la TJ
identificadas en las TJs por usar los anticuerpos monoclonales contra las células
endoteliales y estdn localizadas en los limites intercelulares, tanto epiteliales como
endoteliales. Se conocen al menos tres moléculas de JAM, designadas como JAM-1, JAM-
2 y JAM-3. La masa molecular de la JAM se establece en diferentes rangos de tejido desde
36 a 4] kDa, posiblemente el resultado de la heterogenicidad de carbohidrato. A diferencia
de las occludinas y las claudinas, las JAM exhiben una estructura distinta. Cada molécula
de JAM consiste de un dominio putativo intracelular, un dominio transmembrana y un
dominio extracelular. El dominio extracelular esta compuesto de dos puntos semejantes a la
inmunoglobulina formando una V con dos cadepas de disulfuro entrelazadas. Las JAM
estan reportadas para facilitar la adhesion homotipica célula-célula. La distribucién de las
JAM es crucial para la migracién transendotelial de leucocitos a sitios inflamatorios en
respuesta a las citocinas proinflamatorias. Sin embargo, falta por ser determinado si las
JAM-1 y JAM-2, quienes estan establecidas en el testiculo, pueden realmente facilitar la
transmigracion de los espermatocitos preleptoteno y leptoteno a través de la BTB en el
testiculo (Cheng, 2002).

ZO-1. Proteinas citopldsmicas vinculadas a las proteinas de la membrana integral de la
TJ del citoesqueleto. La ZO-1, ZO-2 y la ZO-3 son miembros de los transductores de sefial
de la familia de las proteinas guanilato-cinasa asociadas a la membrana (MAGUK). La ZO-
1, un polipéptido 225-kDa, fué la primera identificada en una fraccién de membrana de los
hepatocitos. También se localizé en los complejos de unién de los epiteliocitos. En el
testiculo maduro la ZO-1 est4 asociada con las especializaciones de la membrana de unién
ocluyente y no ocluyente, tales como las especializaciones filamentosas de la subsuperficie
que revisten a las células germinales, sugiriendo que ésta proteina no esta restringida a las
TJs. La ZO-1 también esta implicada en incrementar el eslabonamiento entre el
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citoesqueleto de la submembrana y los componentes de la membrana integral de la TJ en
vez de contribuir a las propiedades de sellado de la TJ. Las claudinas y las occludinas se
unen al dominio PDZ de la ZO-1, indicando que la ZO-1 es un vinculo proteinico
conectando la transmembrana de las proteinas al citoesqueleto (Cheng, 2002).

CINGULINA. Es la primer proteina de TJ identificada por usar anticuerpos monoclonales
y se establece en el testiculo de la rata y el ratén. La cingulina es una fosfoproteina 140 kDa
establecida hacia la placa citopldsmica de las TJs de las células endoteliales y epiteliales y
esta mAas lejos del sitio de la TJ que la ZO-1. No obstante, la cingulina es esencial para
conferir funcién a la TJ para mantener una barrera impermeable. Estudios de
inmunoprecipitacion in vitro demuestran que la cingulina interactia con otras proteinas de
la TJ, en particular con ZO-1, ZO-2, ZO-3, AF-6 y miosina, sugiriendo que pudiera ocurrir
una interaccién en vivo de la cingulina con la ZO-1 y ZO-2. Estudios con microscopia
inmunofluorescente han localizado a la cingulina en los mismos sitios de la ZO-1 en el
compartimiento basal cerca de la BTB en testiculos de la rata y el ratén. Ademds, la
cingulina estd también establecida en los sitios de contacto de la célula de Sertoli-

espermudtida consistentes con esta localizacion a la especializacion ectoplasmica (Cheng,
2002).

SIMPLECINA. La simplecina es una proteina 150 kDa, y ha sido localizada en el sitio de
las TJs en epitelios polarizados, asi como también en las células de Sertoli. No comparte
ninguna homologia con las proteinas MAGUK ni con las ZO (Cheng, 2002).

- Interacciones de las Moléculas Insignia en las Dindmicas de la TJ

Se ha demostrado que la TJ ha surgido como una plataforma para la transduccion de
sefiales para coordinar las diferentes funciones celulares, en particular las dinamicas de la
funcionalidad de la TJ para permitir el paso oportuno de las células, tales como los
espermatocitos preleptoteno y leptoteno y monocitos a través de la BTB y el epitelio,
respectivamente. Por ejemplo, pequefias GTPasas, Cdc42 y Rac, se conocen por estar
involucradas en las dindmicas del citoesqueleto de actina y la polaridad celular, ligadas a un
complejo proteinico Par6, Par3/ASIP y PKC que se establecen en las TJs. Cuando
cualquiera de la Par6, Par3 o Cded2 es sobreexpresada en células epiteliales, ocasionan
dislocacion de la ZO-1 del sitio de la TJ, dando pérdida de la polaridad celular, indicando
que el complejo Cdcd2/Pr6/Par3/PKCL, junto con la ZO-1 pudieran ser criticos para
mantener el contacto célula-célula y la polaridad celular hacia el sitio de las TJs. Ademas
las pequedias GTPasas, tales como la Rho, Rac y Cdc24, son moléculas importantes que
regulan las dinimicas de TJ por la via de sus efectos sobre la F-actina. Por ejemplo, la
sobreexpresion de la RhoV14 y la RacV12 causan destruccion de los cabos de 1a TJ debido
a una redistribucién cadtica de la ZO-1 y de la occludina. Otros estudios demuestran que
tanto las células germinales como las células de soporte expresan pequefias GTPasas, tales
como las Cdc42, N-Ras, Rac2 y RhoB, indicando que ambas estan para tener parte en la
reorganizaciéon de las células de Sertoli y germinales, de su sistema citoesqueleto, para
facilitar el movimiento de la célula germinal (Cheng, 2002) (Fig.11).
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b) Uniones de Anclaje o de Adherencia (AJ-Adhering o Anchoring Junction).

Las uniones de anclaje (o adherentes) son abundantes en muchos tejidos, en particular
estan sujetos a macanismos de stress. Las uniones de anclaje se conectan fisicamente a los
clementos del citoesqueleto de una célula para otra vecina o para la matriz extracelular
(ECM). En conjunto hay cuatro tipos de uniones de anclaje: 1) zonas de adhesién o uniones
adherentes (Ajs), 2) contactos focales, 3) desmosomas y 4) hemidesmosomas. Las uniones
de anclaje que conectan dos células simultineamente son conocidas como zonas o
cinturones de adhesion y desmosomas; aquellas que conectan a las células a la matriz
extracelular son los contactos focales y hemidesmosomas. Las AJs y los contactos focales
utilizan filamentos de actina como sitios de fijacién, en cambio los desmosomas y
hemidesmosomas usan filamentos intermedios como sitios de fijacidn. Las AJs estdn
localizadas en los dominios apicales de las células por debajo de las TJs y estin
constituidas ampliamente por células dependientes de Ca’ con moléculas de adhesion
(CAMSs) también conocidas como cadherinas. Las cadherinas a su vez se fijan a las
proteinas de fijacién intracelular, tales como la B- y la y-catenina. Este complejo
cadherina/catenina se asocia con el paquete de filamentos de actina subyacente, siendo ésta
una via de interacciones con la vinculina v la a-actina (Cheng, 2002).

El cierre morfolégico entre las células de Sertoli y las germinales tienen asociacién en
los diferentes estados de su desarrolio estando claramente visibles en el epitelio seminifero
durante toda la espermatopénesis tanto a nivel molecular como bioquimico. El analisis
morfométrico de los testiculos de la rata adulta muestran que cada célula sustentacular estd
asociada con ~30~50 células germinales de cada fase del ciclo espermatogénico. Realmente
estudios in vitro han demostrado que hay un trafico bidireccional entre las células de Sertoli
y las germinales y que cada una regula la funcion de la otra (Cheng, 2002).

- Funciones de las Uniones de Anclaje.

Estas uniones se vinculan a elementos del citoesqueleto desde una célula a otra o a la
matriz extracelular, creando un sistema que mantiene la integridad del tejido. En otros
tejidos, tal como en la epidermis, la union de anclaje también actila como una primer linea
de defensa contra el ambiente externo. La dindmica natural de las uniones de adherencia en
el testiculo permite el paso oportuno de las células germinales desarrolladas a través del
epitelio seminifero desde el compartimiento basal al adluminal durante la espermatogénesis
(Cheng, 2002) (Figura 12).

- Proteinas de las Uniones de Anclaje.

CADHERINAS. Estas son proteinas de la transmembrana de 115-130 kDa pertenecientes
a la familia de las CAMs dependientes de Ca*", las cuales afectan la morfologia,
arquitectura y funcién celular. Mas de 30 cadherinas han sido identificadas. Dos clases
diferentes de cadherinas estin establecidas en las AJs y en los desmosomas (uniones de
anclaje basadas en filamentos intermedios célula-célula). Estas se conocem como
cadherinas cldsicas (E-cadherina, N-cadherina, P-cadherina v L-CAM) v cadherinas
desmosomales (desmogleinas-Dsgs v desmocolinas-Dscs), las cuales participan en la
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adhesion celular con las uniones de anclaje basadas en filamentos intermedios célulacélula
llamadas desmosomas (Cheng, 2002).

CATENINAS. Existen cuatro tipos de catenings, llamadas: g-catenina, B-catenina, y-
catenina y pl20"". Estas se asocian con las cadherinas formando un complejo

cadherina/catenina. Estos complejos son la unidad funcional de adhesion celular de la AJ
{Cheng, 2002).

NECTINAS Y AFADINAS. En adicién al complejo cadherina/catenina, las nectinas
pertenecen a una nueva familia surgida de las proteinas de la membrana mtegral de la AJ.
El dominio intracelular de cada una de las moléculas de la nectina interactia con una
molécula de afadina (AFE6), para formar el complejo afadina/nectina. La afadina interactia
con la ZO-1, a-catenina y la ponsina (la ponsina es una proteina ligadora de la afadina) en
el citoplasma en el sitio de las AJs. Un estudio demuestra que en un corto trzamo de la
secuencia de la a~-catening, en los residuos 385-651, contiene el sitio de ligue de Ia afadina.
El complejo afadina/nectina esta altamente concenirado en las AJs y se establece en el
mismo sitioc del complejo cadherina/catenina. El mecanismo preciso por el cual este
complejo tiene efectos de adhesividad celular no se conoce ain. Tampoco se conoce, si el
testiculo usa ésta unidad funcional con el complejo cadherina/catenina para regular las
dindmicas de la AJ. Se ha reportado que la nectina-2 esta presente exclusivamente en las
células de Sertoli y la nectina-3 en las espermatidas elongadas permitiendo las interacciones
pectina/afadina en el sitio de la ES apical Con esto se sugiere que el complejo
nectina/afadina es uno de los tres constituyentes de los complejos protéicos de la ES,
ademads del asP-integnina/laminina, v el complejo cadherina/catenina (Cheng, 2002).

TESTINA. La testina es una proteina asociada a la AJ, fué originalmente identificada en
medios de cultivo enriquecidos con células de Sertoli. Es un producto secretorio de las
células de Sertoli y sensible a la testosterona. Las células de Sertoli son la principal fuente
de testina en el epitelio seminifero y las células germinales aisladas de los testiculos de la
rata adulta no expresan ni secretan testina. Se establece en los sitios de Jas Als de la célula
germinal-Sertoli, tales como, las especializaciones ectoplasmicas y complejos
tubulobulbares. Estudios in vitro ilustran que la destruccion de las Als entre las células de
Sertoli y las germinales inducen una oleada en la expresion de la testina, pero cuando la
funcionalidad de la AJ es reedificada, sus niveles bajan, sugiriendo que €5ta puede ser una
molécula insignia asociada a la AJ (Cheng, 2002).

- Moléculas Asociadas a las AJs.
Estas incluyen a la Src, Csk, CK2, GSK y p120™. La fosforilacion protéica de éstas

moléculas regula el complejo cadherina/catenina al alterar la adhesividad celular. Estan
asociadas a la espermiacion (Cheng, 2002).
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Fig. 12. Dibujo esquemitico que describe los componentes proteinicos baciz los sitics de las unjones adherentes (AD célula-celula

basadas en la actina enire [as células de Sertoli y perminales y las moléculas i ciadas en las Als (Cheng, 2002)

- Otras.

Estudios por inmunohistoquimica han demostrado la presencia de fimbrina y espina en
las AJs célula-célula al usar filamentos de actina como sitios de enlace en el testiculo. La
placoglobina también se detecté en los desmosomas. Sin embargo, no se ha probado su
funcién fisiologica en la regulacion de las dindmicas de la AJ testicular (Cheng, 2002).

- El Hemidesmosoma.

La fijacion del epiteliocito sustentacular a 1a lamina basal por la via de estructuras como

el hemidesmosoma sirven para anclar a la célula hacia el tejido conectivo subyacente (De
Kretser, 1994; Griswold, 1999) {(Figura 13).
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Fig. 13. Hemidesmosoma. Esta caracterizado por placas densas de membrana plasmatica a lo largo de la célula de Sertoli basal en su
relacion con la tAmina basal. Los fil int diarios son i vistos infringiendo sobre estas uniones (Griswold, 1999).

- Uniones con Abertura Minima (GAP)- Desmosoma.

Los epiteliocitos forman uniones con las células germinales, las cuales tienen la
caracieristica de ambas uniones gap y desmosomas. La adherencia de los desmosomas
aparece para la funcion de enlace célula a célula y el movimiento de células (De Kretser,
1994; Griswold, 1999). Las uniones con abertura minima (gap) son canales acuosos
directos capaces de transferir moléculas de cerca de 1000 M; (proporcidén de masa promedio
del isétopo natural de un elemento a una veinteava parte de la masa del nucleotido Ciz), se
han demostrado entre las células germinales y de sostén para facilitar su comunicacion.
Ellas podrian formar las bases por continuidad eléctrica por medio de cambio de idnes y
por cambio metabdlico por transferencia a la célula germinal de nucleétidos ciclicos y de
otros posibles substratos metabolicos (De Reviers, 1990) (Figura 14).

- Complejos Tubulobulbares.

Las células de Sertoli forman un tipo inusual de relacion con otra a nivel de su barrera, es
llamado complejo tubulobulbar porque posee un componente tubular y un bulbo. Elas
también forman complejos tubulobulbares con las espermatidas (De Kretser, 1994
Griswold, 1999). Los complejos tubulobulbares han sido demostrados en la rata, verraco,
mono, perro, hamster, cuyo, raton, conejo y zarigiieya. Estos estan compuestos de tabulos
(1-2 um de largo para la mayoria de las especies) originandose desde el citoplasma de las
-cabezas de la espermatida justo antes de la espermiacion y finalizando en un bulbo
profundamente enclavado en el citoplasma de la célula de Sertoli. El bulbo esta rodeado por
el reticulo endoplasmico de la célula de soporte. Ha sido asumido por algun tiempo que el
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papel del complejo tubulobulbar es para absorber el exceso de citoplasma o agua desde las
espermatidas antes de la espermiacion (De Reviers, 1990). Varas generaciones de
complejos tubulobulbares se forman y son fagocitados por las mismas células. Este
complejo proporciona un medio para ancla.r ala espermatida conforme se extiende hacia el

Fig. 14. Desmosoma — uniones gap. Esta union gap-d es una fr

enlre las células de Sertoli y las células

les. Se i2a por un espacio uniforme cotre las células excepto en donde las membranas convergen hacia la union gap
minima (Opuesto a la cabeza de flecha). Los filamentos inmtermediarios (cabeza de flecha) son vistos en asociacién intima con la
subsuperficie sobre la Sertoli del lado del complejo. (Griswold, 1999).
Fig. 15. Complejo Tubulobulbar Sertoli-Sertoli. Son evaginaciones de una célula de Sertoli hacia otra dando la forma de tubos con bulbos
finalizando el desarrollo de la uniones Sertoli-Sertoli y las fall ldsmicas asociadas. Los filamentos de actina rodean a

P P

la porcién tubular del complejo (Griswold, 1999).
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- Especializaciones Ectopldsmicas (ES),

Las células epiteliosustentaculares forman un complejo Ginico con las espermitidas
elongadas llamado especializacion ectoplésmica (Griswold, 1999). Es el mejor tipo de
union de anclaje célula-célula al usar un sitio de vinculo de filamento de actina en el
testiculo entre las células de Sertoli y las germinales (Cheng, 2002). Cuando el niicleo que
s¢ encuentra cubierto por el acrosoma se desplaza hacia la superficie celular de las
espermitidas en medio de la espermatogénesis, se observan especializaciones
ectopldsmicas (ES) también conocidas como el manto de la célula de Sertoli, en su
citoplasma que rodea la membrana plasmatica que cubre al acrosoma. Es posible que las ES
intervengan en la adhesion de las espermatidas a las células de Sertoli, lo cual permite la
orientacién adecuada de cabeza y cola de las espermdtidas y que ésta orientacion
permanezca con respecto a las cabezas de las espermdtidas hasta la espermiacién (De
Reviers, 1990; Griswold, 1994; Hafez, 2002). Las ES consisten de una banda densa de
filamentos ricos en actina insertadas entre la membrana plasmaética de la célula de Sertoli y
en la cisterna del reticulo endoplasmico. Estudios por Palombi y colegas proporcionaron
evidencia inmunocitoquimica de que las integrinas P, pudieran estar involucradas en la
formacion de éstas especializaciones ectoplasmicas (De Kretser, 1994) (Figura 16).

En el testiculo hay dos tipos de ES designadas, la ES apical y la basal. Las ESs apicales
se establecen entre las células de Sertoli y las cabezas adyacentes de las espermaétidas
desarrolladas; las ESs basales estan presentes entre los mismos epiteliocitos pero también
entre ellos y los espermatocitos, hacia la base del epitelio seminifero. Esto permite el paso
de los espermatocitos a través del epitelio por la via ciclica del desarme y ensamble de éstas
uniones. Las moléculas que han sido identificadas en las ESs son: la acting, a-acting,
fimbring, esping (una proteina ligadora de actina), vinculina, B;-integrina, paxilling,
gelsolina, miosina Vila y la ILK. Se postuld que ésta viltima (una protein-cinasa serina-
treoninga), s una importante molécula insignia que regula las dinamicas de la ES. También
se propuso que las CAMSs primarias o4 $i-integrina (ES apical) y la ag Pa-integrina (ES
basal} se establecen en la ES en el testiculo, mientras los complejos cadherina/catenina son
probablemente usados para la adhesion celular entre los epiteliocitos sustentaculares. Debe
hacerse notar que la pareja convencional de la integrina en la union de anclaje es la
laminina, la cual est4 usualmente restringida a Ja ECM (Cheng, 2002).

- Procesos Penefrantes.

Los procesos apicales de las células de Sertoli indentan extensivamente el citoplasma de
las espermatidas alarpadas y en alargamiento para formar los lamados procesos
penetrantes. Su funcidn es desconocida pero, al menos ellas, substancialmente incrementan
el 4rea de superficie de contacto del epiteliocito con la espermadtida para facilitar el cambio
metabdlico. Algunos procesos pueden ser fagocitados por las espermatidas y otros
simplemente desaparecen (Griswold, 1999) (Figura 17).
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Fig. 16. Especializacion Ectoplismica. Estas espermatidas clongadas, con su micleo (n), acrosoma (z) y membrana plasmaitica (p),

muestra ung superficie de especializacién de la oélula de Sertoli llamada espocial plasmica. Los comp son grandes
sdculos de reticulo endoplasmmico (er) y los fil: de actma que d proxi ala b pl atica de la célula de Sertoli
(Griswold, 1999).

Fig. 17. Procesos penetrantes (p). VArios procesos penetrantes son vistos indentando el citoplasma de las espermatidas elongadas a lo
largo de la region del flagelo (F) (Griswold, 1999).

- Regulacién de las Dindmicas de la AJ.

Los eventos dinamicos de la AJ y su regulacion en el testiculo son uno de los principales
fenbmenos intrigantes en la espermatogénesis, en el presente, estd aceptado que las
dinamicas de la AJ estan reguladas por distintos caminos posibles y/o mecanismos (Cheng,
2002).
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Complejo cadherina/catenina: la unidad fimcional de las AJ. Estudios han demostrado
que la unidad funcional de la AJ estd regulada grandemente por las moléculas insignia
asociadas a la AJ, tales como la Src, Csk, CK2 y la pl20°®. Por ejemplo, se ha demostrado
que el no acoplamiento selectivo de la pl20™ a la E-cadherina puede inducir la
disminucién de la adhesividad celular cadherina-dependiente. Se ve cada vez més claro que
las proteinas de la AJ, son responsables del vinculo de las células germinales sobre el
epitelio, después que los anticuerpos contra las cadherinas pueden perturbar el vinculo de
las células germinales con las células de Sertoli, lo cual es un prerequisito de ensamble de
la AJ subsecuente (Cheng, 2002).

Fosforilacion proteinica. La fosforilacién de las proteinas asociadas a la AJ juega un
papel crucial en la regulacion de las dinamicas de la AJ. Por ejemplo, la fosforilacion de la
tirosina del complejo cadherina/catenina esta implicado en la regulacion de las dinamicas
de la AJ, puesto que afecta su asociacion. Realmente se piensa que la adhesion célula~célula
es dependiente del estado de fosforilacion del complejo cadherina/catenina, el cual esta
regulado por un nimero de moléculas insignia intracelulares de la AJ y/o moléculas del
citoesqueleto, tales como la CK2 (proteincinasa Ser/Tre), la C5K (proteina tirosincinasa y
reguladora de la Src), la Src (proteina putativa tirosincinasa), la FAK (cinasa de adhesion
focal que regula los procesos de adhesién celular), la p130°* (substrato por fosforilacion de
la Src) y la paxillina (Cheng, 2002).

Proteinas ligadoras de GTP. La funcionalidad de la AJ esta regulada, al menos en parte,
por pequeiias GTPasas o proteinas ligadoras de GTP por sus acciones sobre: 1) el sistema
de filamentos de actina, 2) organizacioén de la actina periunién en epitelios polarizados y 3)
caminos sefialados pertinentes a los eventos de la adhesion celular y ensamble de unién.
Las GTPasas son proteinas monoméricas con masas moleculares entre 20 y 40 kDa.
Constan de al menos cinco familias: Ras, Rho/Rac/Cdc42, Rab, Sarl/Arfy Ran. Estas
pequeiias GTPasas regulan una variedad de funciones celulares y biologicas,
principalmente el trafico de la membrana y vesiculas, movimiento celular, regulacién
transcripcional, apoptosis y reorganizacion del citoesqueleto de actina y adhesion focal
pertinentes a las dinamicas de AJ y TJ. Algunos estudios demuestran que ambas células de
Sertoli y germinales, expresan RhoA, RhoB, Cdc42, N-Ras, H-Ras, Rab8B y Rabl3 y los
eventos estan regulados, al menos en parte, por las GTPasas RhoB. Las GTPasas no solo
actian como interruptores moleculares para regular el sistema citoesquelético al inducir
polimerizacion de los filamentos de actina, sino que , aquellas también, pueden afectar la
recirculacion de las cedherinas por la via de sus efectos sobre la endocitosis como un medio
para regular las dindmicas de la AJ (Cheng, 2002).

Otros. Se demostr6 en un estudio in vitro la presencia de proteasas, como la catepsina L,
triptasa y el activador de plasminégeno; inhibidores de proteasa, como la a»-
macroglobulina; peroxido dismutasa; sertolina; PTP, como la miotubularina; y moléculas
asociadas, como las cadherinas y cateninas. Esto sugiere que las dinamicas de la AJ estan
reguladas por una variedad de moléculas mas que las que estan fisicamente localizadas en
el sitio de las uniones. Otro estudio, demuestra que las citocinas también juegan un papel en
la regulaci6on de las dindmicas de la AJ induciendo fosforilacién. Los factores de
crecimiento como el EGF también pueden estimular la fosforilacién de la tirosina de la p-
catenina y de la p120°" (Cheng, 2002).
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8. Regulacién Humoral

a) Secrecion de liquidos.

Las espermétidas producidas durante la fase final de la espermiogénesis se liberan
durante la espermiacién en la luz de los tibulos seminiferos en la forma de espermatozoides
inmaduros. Estas células espermiticas, inméviles, son barridas de los tibulos por
secreciones liquidas que se originan desde las células de Sertoli. El trdnsito hacia el interior
del epididimo es auxiliado por secreciones procedentes de la red testicular, por los
elementos contréctiles de los testiculos (células micides y capsula testicular) y por los cilios
que revisten los conductos eferentes (Hafez, 2002).

El liquido celular es una secrecién que se compone de las células de Sertoli y de células
epiteliales que revisten la red testicular. Sin embargo, se piensa que las primeras son la
fuente principal del liquido que sale de los testiculos (Hafez, 2002; Pace, 2000). La
secrecion de tales células se debe probablemente a que los procesos de transporte activo
empujan solutos hacia el compartimiento adluminal, creando de éste modo un gradiente
osmotico. Este liquido contiene varias proteinas peculiares como la ABP, que es secretada
en la luz del tilbulo seminifero por las células de Sertoli. La ABP forma un complejo con
los androgenos producidos por los endocrinocitos (Leydig). Dicho complejo tal vez ayude
al ransito de los andrdgenos hacia la cabeza del epididimo (Hafez, 2002).

La concentracidn de éste fluido varia entre las especies, desde 16-60 X 10%ml (rata,
conejo) hasta 100-300 X 10%ml (verraco, toro, mono) y con carneros de raza Romanov en
la estacion de cruza de aproximadamente 80 X 10%/ml de enero a mayo y de 130 X 106/ml,
de julio a noviembre. El fluido whular seminifero (STF), tiene alias concentraciones de
potasio y bajas concentraciones de sodio comparadas con aquellas en el plasma sanguineo y
linfa (De Reviers, 1990), con 10 veces mas K* ¥ menos concentraciones de sodio (Pace,
2000). Se cree que hay una trasiocacion Na'-K' y ATPasa sobre la membrana basal de la
célula de Sertoli, la cual esta involucrada en la secrecion tubular de potasio y que ésta es
esencial para la secrecion del fluido a través del epitelio (De Reviers, 1990). La produccién
de un fluido con una composicidn iénica Gnica por el epitelio de los testiculos ha conducido
a la hipdtesis de que éste juega un papel crucial en el desarrollo normal de las células
germinales o la funcion de las células de soporte (Pace, 2000) (Figura 18).

La evidencia de especies estacionales, también sugiere que hay una clara relacién entre la
produccién de STF y la iniciacién y expansion de la espermatogénesis durante la estacion
de empadre. La produccién de STF parece ser el primer factor para el cambio en muchas
situaciones, y porque esto representa la mayor ruta por la cual todos los nutrientes son
liberados hacia las células germinales desarrolladas (De Kretser, 1994). En el fluido tubular
hay mucha menos proteina y virtualmente no hay glucosa, probablemente porque la glucosa
que entra a los tibulos es convertida por las células sustentacuiares en lactato o piruvato
para utilizacién por las células germinales (Johnson, 1991).

Existen categorias de glucoproteinas secretadas por los epiteliocitos. Las bioprotectivas o

de transporte que son secretadas en relativa abundancia ¢ incluyen proteinas
transportadoras, i6nes metdlicos como las transferrina y ceruloplasmina. La segunda

40



categoria de proteinas secretadas incluyen, proteasas e inhibidores de proteassas, las cuales
son importantes en procesos remodeladores de tejido, las cuales ocurren durante la
espermiacion y movimiento de los espermatocitos preleptoteno hacia el compartimiento
adluminal. La tercer categoria de las secreciones incluyen, a las glucoproteinas, las cuales
forman la membrana intermedia entre la célula de Sertoli y las células peritubulares.
Finalmente secretan una clase de glucoproteinas que pueden ser producidas en poca
abundancia y no obstante conducen sus papeles bioguimicos. Estas glicoproteinas
funcionan como factores de crecimiento o factores paracrinos e incluyen productos como la
AMH vy la inhibina. En adicion, pueden secretar péptidos activas como la prodincrfina y
nutrientes o intermediarios metabdlicos (Griswold, 1999) (Figura 19).
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Fig 18. Modélo de la elaboracion det fluido del tabulo seminifera v fluide de la red testicular por las células de Sentoli v células de la red
epitelial de la rata (Waites, 1990).
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Fig. 19 Estructura testicular. El e¢pitelio ¢s sepurado desde o tejido imertubular por 1a pared tubular. e} cpitclio seminifero esta
compueste de células de Sertoli y célules germinales. Esta dividido en dos compartimientos- el basal y el adluminal- por Ia barrera
hervatotesticular, formada por las uniones herméticas entre las células de Sertoll. Los diferemtes tipos de unioncs existen enire las células
de Sertoll y las germinales vy las puentes intercelul existen entre las células perminales de la misma peneracion Los faclores que
comrolan les funciones de la célula de Sertoli y sus funciones estdn resumidas. N, nicleo de 1a célula de Sertoli; A gonia, espermatogenia

tipe A, B gonia, espermatogonia tipo B; R FSH, sitios de ligadura de FSH en la membrana citoplasmitica de la célula de Sertoli; R An
sitios de ligadura de androgeno en el nicleo de la célula de Sertoli, no excluye la presencia de sitios de figadura de androgeno en otros
tipos de células testicularcs; Flechas gruesas negras, secrecionss de las célutas de Sertoli; flachas delgadas negras. funcién de las células
de Sertohi controladas por hormonas; flechas sombreadas, uniones cnire Jas células de Sertoli y/o células germinales; ABF, proteina
ligadora de andrigeno; AMH, hormona anti-Millertana; TNH, inhibina, SGF, factor(s) de crecimiento testicular, F2, estradiol-17f; FSH,
hormena foliculoestimulante; 1, factor(s) producides por células peritubulares y ladoras de las seerociones de las células de Sexloki;
2, Factor(s)} producidos por las células de Sertoli y controladoras de as secreciones de las células dz Leydig (De Reviers, 1990).
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b) Hormona anti-Miilleriana (AMH) o Sustancia Inhibidora Mulleriana (MIS).

Pertenece a la superfamilia de las glucoproteinas diméricas (Rajpert, 1999; Rey, 2003) y
miembro de la superfamilia del factor-p de crecimiento transformante (TGF-B) (Jamin,
2003). Con un peso molecular de 140 kDa (Josso, 2001; Rey, 2003). Tambien conocida
como factor o sustancia inhibidora Miilleriana (MIS) (De Reviers, 1950; Young, 1995). Su
accién primaria es la de causar regresion de los ductos de la hembra en la vida fetal (De
Reviers, 1990; Johnson, 1991; Parr, 1998: Rajpert, 1999; Young, 1999). Es secretada por
las células pre-Sertoli de la gonada embrionica XY (Ross, 2003).

Hay evidencia de una regulacion positiva por la FSH de la secrecion de la AMH post-
natal por las células de Sertoli (Young, 2003). Durante el desarrollo puberal, la expresion
de la AMH se desvanece en coincidencia con el comienzo de la meiosis de la célula
germinal. El decline en la produccion de la AMH es un marcador de la elevacién de la
concentracion de andrégeno intratesticular (Rey, 2003; Young, 2003; Thompson, 2003).
Con en el desarrollo de la barfera hemato-testicular y al establecimiento de las uniones
herméticas entre las células sustentaculares, la secrecion bidireccional de la AMH parece
desviarse desde el compartimiento basal al adluminal, lo cual da por resultado
concentraciones mas altas de la AMH en el plasma seminal que en la sangre (Rey, 2003).
La apoptosis ha sido propuesta para jugar un papel en la regresion del conducto de Miiller.
La destruccién de la membrana periductal, el cambio de orientacion de algunas células
epiteliales y su entrada en el compartimento mesenquimal son también importantes eventos
de regresion del conducto de Miiller (Xavier, 2003).

El receptor de la substancia inhibidora Miilleriana esta expresada por las células
mesenquimatosas subyacentes al ducto de Miiller. Los machos también expresan el
receptor, en las células de Sertoli del testiculo (Parr, 1998). Los miembros de la familia
TGF-B dan sefiales por medio de dos distintos receptores serina/treonina con un solo
territorio transmembrana, el llamado receptor tipo II o receptor primario (AMHR-II) y el
receptor [ (Josso, 2001; Visser, 2003), y dos efectores citopldsmicos, Smads regulado por
receptor (R-Smad) y Smad comian (Smad4). El camino Smad activado por la AMH fué el
primero identificado en dos lineas celulares de origen testicular, SMAT-1 de origen
epiteliosustentacular y MA-10 de origen de los endocrinocitos (Clemente, 2003). Durante
la embriogénesis, el receptor II estd expresado en las células mesenquimales que rodean al
ducto Miilleriano y células de la granulosa de las génadas del embrién y del adulto y en las
células somaticas de las gonadas XX y XY (Hoshiya, 2003; Ross, 2003; Visser, 2003). La
migracion mesonefrica inducida por la AMH no es un efecto de bajo-corriente de
diferenciacion de la célula de Sertoli o de la célula de Leydig en la génada XX. Estudios
bioquimicos tienen identificado a dos receptores tipo I Bmp, el ActRIA (también llamado
Alk2) y el Bmpr 1 b (también llamado Alké) como candidatos de receptores tipo I para la
AMH (Ross, 2003). Resultados indican que el Bmpr 1 e¢s un componente esencial del
camino insignia de la AMH en el ducto Miilleriano y que otras Alk's pueden no ser
requeridas para la regresion del ducto Miilleriano. Esta nueva funcién del receptor BMP 1A
también implica que puede interactuar fisicamente con el receptor tipo I de la AMH para
transducir sefiales de la AMH (Jamin, 2003). La identificacién de ALK2, ALK3 y ALK6
como receptores tipo I de AMH arrojan evidencia sobre el mecanismo molecular de la
regresion del ducto Miilleriano inducido por la AMH (Visser, 2003).
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La regresion de los ductos Milllerianos ocurre en los fetos del macho hacia un primer
estado de desarrollo bajo la influencia de una secrecion testicular la cual no es esteroidal ni
proteinacea y es sintetizada por precursores fetales de las células de Sertoli. La sintesis de
la AMH en la rata se suspende por la tercer semana de edad, después de la diferenciacitn
de las células de Sertoli. Alguna actividad es aiin observada en el testiculo del adulto, pero
la AMH es principalmente upa fetoprotefna que declina conforme las células de Sertoli se
diferencian. Esta estructura revela homologia con el factor [} de crecimiento transformante
{De Reviers, 1990; Rajpert, 1999; Josso, 2001).

Tres factores regulan la expresion de AMH por las células de Sertoli (Josso, 2001), la
disminucion de la secrecion de la AMH se sugiere que estd mediada directamente por los
andrégenos por la via del receptor de androgeno de la célula (Young, 1999; Rajpert, 199%).
Las gonadotropinas tienen un efecto estimulador en la expresién de AMH por los
endocrinocitos, lo cual es visible solamente en la ausencia de andrbgenos. La maduracion
de las células germinales también tienen un efecto en la expresion de la AMH por las
células de Sertoli en el mismo tubulo seminifero (Josso, 2001). La localizacion de la AMH
en la cisterna del reticulo endoplasmico rugoso en el becerro fetal y neonatal sugiere el
involucramiento de éste organelo en la secrecién de la proteina ligadora de andrdgeno e
inhibina y en mantener las funciones de la célula de Sertoll (Singh, 1989). La AMH puede
también activar oiro camino insignia como el de la P-catenina (Clemente, 2003). Otra
funcién de la AMH es la de regulacion de la proliferacion de las células de Leydig en el
testiculo del adulto (Ross, 2003).

¢) Proteina Ligadora de Andrégeno (ABP) y la TeBG.

Muchas de las proteinas especificas del fluido surgen como proteinas secretorias desde
las células de soporte. Por ejemplo, la proteina ligadora de androgeno (ABP), es inducida
por la FSH, la ABP fija la testosterona y mantiene las concentraciones intratubulares
necesarias para la espermatogénesis (De Reviers, 1990; Johnson, 1991; Bardin, 1994;
Dellmann, 1999). La ABP de rata es producida por éstas células y es conocida para ligar,
transportar y concentrar esteroides sexuales asi como para proteger aquellas del
catabolismo en los fluidos testiculares (Maria, 2002). La FSH y la testosterona incrementan
la ABP pero no la secrecion de la transferrina hacia ¢l compartimiento interno (Sanfilippo,
1989). La proteina ligadora de andrégeno debe aparecer para transportar andrégenos hacia
el lumen de la cabeza del epididimo para mantener su integridad funcional y estructural.
Coincidentemente con la formacién de la barrera hemato-testicular, los niveles sanguineos
del ABP prontamente declinan (De Reviers, 1990).

La ABP de la rata es una glucoproteina de 34 85 000 compuesta de dos mondmeros,
estos estan designados como pesado (H) y ligero (L), y con un peso molecular aparente de
rABPy de 45 000 y rABP, de 41 000, en una proporcion de 3:1. Estos protdmeros difieren
en la composicién de carbohidratos, pero tienen una cadena similar de polipéptidos con
sitics de enlace idénticos. La proteina ligadora de andrégeno secretada por las células de
Sertoli podria ser tranferida a las células germinales y especificamente a los espermatocitos
primarios paquitenos sobre los cuales los sitios de enlace especificos deben de ser
observados (Bardin, 1994; De Kretser, 1594; De Reviers, 199(0). Hay clara evidencia de



que la ABP derivada de las células de soporte, actiia sobre las espermatidas para modificar
la proteina de transicién-1 (TP1) a nivel del RNAm (Maria, 2002).

Esta proteina no se detecta en el suero de las ratas adultas, sin embargo, una gran
cantidad de rABP es secretada por éstas hacia la sangre de las ratas macho hacia la pubertad
y ésta ha sido confundida con la TeBG. Una de las diferencias entre éstas dos proteinas es
que la ABPr esta presente solamente en los machos y es claramente de origen testicular.
Estudios indican que la misma proteina liga andrégenos como también estrégenos y de éste
modo fué designada como TeBG, globulina ligadora de esteroides sexuales (SBG) o
globulina ligadora de hormonas sexuales (SHBG) por diferentes grupos de investigadores
(Bardin, 1994). '

Los papeles fisiologicos postulados para la ABP incluyen: a) acarreo de la testosterona
dentro de las célula de Sertoli; b) acarreo para mantener altas concentraciones de
androgenos en los tibulos seminiferos y epididimo; y ¢) transportador de testosterona desde
el testiculo hacia el epididimo. Es claro que las células de Sertoli de muchas especies
producen ABP, presumiblemente para servir la misma funcién en el tracto reproductivo,
como la TeBG sirve, en la circulacion sistémica (Bardin, 1994).

d) Esteroides.

La presencia de abundante reticulo endoplasmico liso simultineamente con crestas
tubulares dentro de la mitocondria, sugieren que las células de Sertoli estan comprometidas
en el metabolismo de esteroides. Esto es ademas hecho posible por la presencia de la
5,3 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Se mencionaba que las células de Sertoli no
sintetizaban esteroides por usar acetato o colesterol como precursores. Sin embargo, Wiebe,
detecté bajos niveles de produccién esteroidea en células de Sertoli aisladas, éstas
metabolizan {a progesterona hacia testosterona en ratas adultas y aromatizan androgenos
hacia 17P-estradiol en ratas prepuberes (De Reviers, 1990; Bardin, 1994).

e) Inhibinas, Activinas y Folistatina

Aunque muchas de las proteinas y péptidos producidos por las células de Sertoli tienen
efectos paracrinos y autocrinos sobre el testiculo, unos pocos de esos productos son
secretados hacia la sangre y actiian como mediadores sobre otros tejidos (Bardin, 1994).
Las inhibinas y activinas se aislaron de liquidos gonadales debido a sus efectos en la
produccién de FSH (Tada, 2001; Hafez, 2002). Las inhibinas y activinas son reguladores
paracrinos, ya que modulan la seiial endocrina de la LH (Hafez, 2002). En el tejido
testicular, la inhibina-a y la activina-8A y la PB fueron expresadas solamente en el
intersticio testicular entre los l6bulos seminales (Tada, 2001)

Las inhibinas, activinas y folistatina fueron aisladas sobre las bases de su capacidad para
modificar la secrecion de FSH por la pituitaria. La modulacion de la FSH por la activina y
la folistatina dan. por resultado acciones paracrinas y autocrinas hacia la pituitaria. Desde
que la FSH ejerce numerosos efectos sobre el testiculo, la modulacion de su secrecion por
la inhibina, activina y folistatina pueden influenciar la funcién testicular (De Kretser, 2001;
Anderson, 2001).
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Inhibinas. Cuando los tiibulos seminiferos fracasan en la produccion de espermatozoides,
la secrecion de FSH por la adenohipéfisis aumenta notablemente. A la inversa, cuando la
espermatogénesis es demasiado rdpida, la secrecién de FSH disminuye. Se cree que la
causa de este efecto de retroaccion negativa sobre la adenohipdfisis es la secrecion, de una
hormona denominada inhibina (De Reviers, 1990; Guyton, 2001). Esta hormona ejerce un
poderoso efecto directo sobre la adenohipéfisis inhibiendo la secrecion de FSH (Johnson,
1991; De Kretser, 1994; Bardin, 1994; Dellmann, 1999; Carisen, 1999; Kubini, 1999;
Foresta, 2001; Guyton, 2001), y notablemente un ligero efecto sobre el hipotilamo,
inhibiendo la secrecién de GnRH y declina con la maduracién gonadal (Dellmann, 1999;
Griswold, 1999; Guyton, 2001; Ramaswamy, 2001). Son producidas por las células de
Sertoli en el macho (De Reviers, 1990; Carisen, 1999; Kubini, 2001; Guyton, 2001;
Ramaswamy, 2001) y por las células de la granulosa en la hembra. Estas no son esteroides,
sino proteinas que constan de dos subunidades llamadas & y B unidas por puentes de
disulfuro (Bardin, 1994; Carisen, 1999; Hafez, 2002). Estas subunidades se han localizado
también en las células de Leydig. La subunidad inhibina-o también se ha localizado en
espermatocitos y la inhibina subunidad BB también en espermatocitos paquitenos y en
células germinales maduras (Ramaswamy, 2001). Las células de Leydig también pueden
ser un sitio de accién de la inhibina y la activina, por ejemplo, en la regulacién de la
esteroidogenesis y pueden contribuir a la regulacion de la produccion de inhibina por las
células de Sertoli (Anderson, 2001).

Es una glucoproteina, como la LH y la FSH, con un peso molecular de 10 000 y 30 000
(Carisen, 1999; Guyton, 2001). La inhibina es una hormona peptidica gonadal dimérica,
que juega un importante papel en la regulacion de retroalimentacion del eje pituitario-
gonadal (Kubini, 2000; Ramaswamy, 2001; Andersson, 2001).

En el macho las inhibinas son secretadas por via linfitica y no por la sangre venosa,
como en la hembra. Las inhibinas desempefian una funcién importante en la regulacion
hormonal de la foliculogénesis ovdrica durante el ciclo estral. Al inhibir la liberacién de
FSH sin alterar la liberacién de LH, las inhibinas pueden ser en parte las responsables de la
liberacion diferencial de LH y FSH desde la hipofisis (Hafez, 2002). La accion de la LH
sobre la inhibina B testicular en primates aparece para ser inhibitoria (Ramaswamy, 2001).
La inhibina es secretada bidireccionalmente por las células de Sertoli, es decir, hacia el
fluido del tibulo seminifero (STF) y desde la base de la célula de Sertoli hacia el fluido
testicular (IF). Un intrigante hallazgo, es que la secrecion de la inhibina hacia el IF declina
exponencialmente durante la pubertad y crecimiento testicular en la rata (Bardin, 1994).

Inmunoensayos especificos distinguen a dos isoformas biologicamente activas, la
inhibina A y la B. En el macho, la inhibina B es la principal forma circulante y es aceptada
como un marcador de la funcién de la célula de Sertoli (principal sitio de produccion) y de
la espermatogénesis en adultos (Karisen, 1999; Kubini, 2000; Foresta, 2001; De Kretser,
2001).

La produccion de inhibina B es ya iniciada en los testiculos durante el desarrollo fetal
(Andersson, 2001; Anderson, 2001). Un papel diagnéstico de' la inhibina B varia con la
edad del individuo, antes de la pubertad una inhibina B sérica normal refleja la presencia de
las células de Sertoli, por otro lado, después de la pubertad la inhibina B sérica se
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correlaciona con la presencia de las células germinales en el comienzo de la
espermatogénesis y no con las células de Serioli (Andersson, 2001).

Activinas. Algunos estudios indican el involucramiento de factores secretados por las
células de Sertoli que actitan de forma paracrina sobre los espermatocitos primarios. Las
activinas son proteinas homo- y heterodiméricas consistentes en una combinacion de las
subunidades £4 v fiz de la inhibina, dando origen a la activina A (548,), activina B (8585) v
a la activina AB (8,40p), cada una con la capacidad para estimular la secrecion de FSH por
la gldndula pituitaria (Meinhardt, 2000). La activina A es un producto de las células de
Sertoli (Meinhardt, 2000; De Kretser, 2001). El liquido folicular contiene una fraccidn que
estimula en lugar de inhibir la secrecion de FSH (mecanismo autocrino). Las proteinas
responsables de esta actividad se caracterizaron como activinas. Las activinas son potentes
dimeros liberadores de FSH (dimeros de las subunidades de inhibina beta) y estin presentes
en liquidos gonadales, por ejemplo, en el liquido folicular y en el liquido de la red
testicular. Estas hormonas heterodindmicas estan compuestas de una subunidad o y una o
dos subunidades B ( BA o BB). La activina es un miembro totalmente funcional de los
factores de crecimiento, inhibe la secrecion de la hormona del crecimiento y la
adrenccorticopina (mecanismo paracrine). (Sharpe, 1994; Hafez, 2002). Las células de
Sertoli expresan RNAm por las subunidades- de la inhibina y por consiguiente pueden
crear activina (Sharpe, 1994),

1) Estrogenos.

Es dudosa la procedencia exacta de los estrogenos en el hombre, pero se sabe que: (1) la
concentracion de estrogenos en el liquido de los tibulos seminiferos es bastante elevada y
probablemente desempefian un papel importante en la espermatogénesis. S¢ ¢ree que estos
estrogenocs se forman en las células de Sertoli por conversién de parte de la testosterona en
estradiol. (2) la mayor parte de los estrogenos se forman a partir de la testosterona y del
androstenodiol en otros tejidos del organismo, ecspecialmente en el higado, lo que
probablemente supone hasta el 80 % de la produccion total de estrégenos en el hombre
(Guyton, 2001). Los estrdgenos se sintetizan por al menos tres diferentes tipos de células:
células de Sertoli, de Leydig y células germinales (Hess, 2001, Carreau, 2001). Los tumores
de las células de Sertoli podrian producir gran cantidad de estrégenos y causar
feminizacion. Estos tumores son bastante comunes en caninos {(Wrobel, 1998).

Las células de Sertoli son Ia mayor fuente de estradiol en el macho desarrollado. El papel
del estradiol no se conoce pero puede estar involucrado en el mantenimiento de la
reabsorcién del fluido en los ductos eferentes (Griswold, 1999). Los estrogenos regulan la
reabsorcion del fluido en el tracto reproductivo del macho, basado en lo siguiente: (a) el
estrdgeno se establece en altas concentraciones en el fluido de la red testicular; (b) los
conductos eferentes tienen la concentracién mas alta de receptores de estrdgeno que en
algin otre 6rgano examinado a la fecha; y (¢) la funcién de los conductos eferentes es la de
reabsorber aproximadamente el 90% de los fluidos luminales (Hess, 2001). Los estrogenos
exdgenos tienen su blanco en las células de Sertoli y en pasos de diferenciacién especificos
de las células germinales en el testiculo de raton adulto (Toyama, 2001).
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El estradiol (E») juega papeles esenciales en el desarrollo y fisiologia del sistema
reproductivo de la hembra y el macho. La sintesis de estrGgenc es catalizada por un
miembro microsomal de la superfamilia P450, aromatasa P450 (P450arom, el producto del
gen CYP19) (Gurates, 2003). La aromatizacion local de la testosterona a estrogeno es una
ruta alternativa por la cual la testosterona puede regular la funcion reproductiva del macho.
Se han detectado varios genes que regulan la expresion de la testosterona y los estrégenos,
C3, SGP-2, PARM-1, ARA; DES o ICI (Turner, 2001). La presencia de estrégenos en las
goénadas del macho es conocida desde los pioneros trabajos de Zondek en el caballo
semental; realmente las hormonas femeninas estin entre esos factores paracrinos
testiculares, las cuales pueden ejercer una fina sintonizacion de algunos pasos en ¢l proceso
espermatogeénico, el nimero de células germinales madre y maduracion de las espermatidas
(Carreau, 2002)

Se han detectado receptores de estrogeno (ER) en el testiculo del hombre, el ERP se
detectd en el nicleo de las células de Sertoli y de Leydig, mientras que el ERa se detectd
solamente en las células de Leydig, estos receptores también se encueniran en los
conductos eferentes y prostata (Pelletier, 2000; Tayama, 2001). Reportes previos indican
que ambos ERa y P estan expresados en el epididimo. Otros reportes sefialan que en ratones
adultos que carecian del ERe, exhibian un tamafio testicular disminuido y eran infértiles,
mientras que los ratones deficientes en le ERf} podian reproducirse normalmente (Pelletier,
2000). El orden para ejercer un papel bioldgico, estd en que los estrogenos testiculares
deben interactuar con receptores de estrégeno, los cuales a su vez modulan la transcripcion
de genes especificos (Carreau, 2002).

Los nucleétidos son mediadores extracelulares de respuestas biolégicas importantes en
muchos tipos de células. Recientemente se ha evidenciado el .papel del nucledtido
extracelular, ATPe, dentro del testiculo como regulador de importantes funciones en las
células testiculares por la via de la activacion de receptores purinergicos P2 especificos
localizados sobre la membrana plasmética del esperma del humano y en las células de
Leydig y células de Sertoli de la rata, en ésta tiltima se estimula la secrecién de estradiol y
de [Ca®"] (Rossato, 2001; Ko, 2003).

g) Proteinas reguladoras de las Células de Leydig (LCSF).

La secrecion de un producto funcionalmente identificado como factor estimulatorio de la
célula de Leydig se incrementa por efecto de la FSH para estimular la esteroidogéneis en
las células de Leydig y puede ser una substancia paracrina que es un vinculo de
comunicacion entre las células de Leydig y de Sertoli (Bardin, 1994). El polipéptido como
la GnRH, se cree que es sintetizado por las células de Sertoli y esto podria medular la
actividad de las células de Leydig (De Reviers, 1990).

) Enzimas.

La biosintesis de las hormonas esteroideas adrenales y gonadales requieren de las
actividades de varias enzimas P450 citocromo. Estas enzimas, miembros de un citicromo
P450 de familia multigen, son proteinas contenedoras de heme que funcionan como
oxidasas terminales en un transporte de electron. La P45040m es 1a oxidasa terminal en la
sintesis de estrona y estradiol desde la androstenediona y testosterona, respectivamente.
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Esta enzima estd asociada con el reticulo endoplasmico liso y se establece en varios tejidos,
incluyendo las células de Leydig, células de Sertoli, células ovaricas de la granulosa,
placenta y tejido adiposo (Payne, 1991; Brodie, 2001).

La biosintesis de estrégenos desde los andrdgenos es catalizada por la enzima clave
llamada aromatasa (Brodie, 2001; Carrean, 2002) compuesta de una forma especifica
desde el citocromo P450 aromatasa (P450arom) y una flavoproteina, la reductasa P450
citocromo-NADPH. La P450arom es el producto de un gen unico llamado CYPI9 el cual
pertenece a la superfamilia del gen citocromo P450. En las células de Sertoli de la rata la
expresion del gen P450arom es regulada por la FSH (via AMPc) y andrégenos (Carreau,
2002). La expresion del P450arom en el ovario y testiculo esta regulada por la via de un
promotor proximal, promotor II. La actividad del promotor II en las gonadas esta regulada
por la FSH y un AMP ciclico (AMPc¢) dependiente de mecanismos insignia que dan origen
a una interaccion del promotor II gonadal con los factores de transcripcién, proteina
ligadora de elemento sensible al AMPc (CREB) y el factor esteroidogénico-1 (SF-1)
(Gurates, 2003).

La regulacién del promotor I del gen P450arom humano por el WTI (Gen supresor del
tumor de Wilms), el DAX-1 (Gen 1 del cromosoma X) y el SF-1 se ha demostrado en las
células de la granulosa y en las células de Sertoli (Gurates, 2003).

Algunos datos han demostrado que el hipotiroidismo da como resultado un nivel
incrementado de T3, la cual inhibe dramaticamente a la aromatasa. Los efectos inhibitorios
de la hormona tiroidea sobre la respuesta de estradiol a la FSH han sido localizados mas
alla de la formacion del AMPc. Estos efectos son debidos a la actividad reducida de la
aromatasa con toda probabilidad consecuente al tratamiento con T3 (Ando, 2001). Los
efectos. bioquimicos de la tri-yodotironina (T3) en vivo como in vitro demuestran que las
células de Sertoli son el medio testicular blanco para la hormona tiroidea. Concerniente al
mecanismo de accién de T3, varios sitios primarios blanco dentro de la célula han
emergido, incluyendo el nicleo, mitocondria, citoplasma y la membrana plasmatica
(Volpato, 2004).

El activador de plasmindgeno se ha demostrado en las células de Sertoli y podria jugar
un papel en la interaccion entre €stas y las células germinales, especificamente cuando las
. células meidticas entran al compartimiento adluminal, es una enzima proteolitica, presente
en la parte apical de la célula rodeando al tiempo de la espermiacion y en la parte basal
..cuando los espermatocitos primarios preleptoteno dejan la ldmina basal para entrar al
compartimiento intermedio (De Reviers, 1990). La actividad de ésta enzima es estimulada
por la FSH o AMPc dibutiril en medio de cultivo. Se ha propuesto que las Pas estan
involucradas en la reestructuracion del tejido y los procesos de migracion celular en tejidos
normales. En el tejido reproductivo puede jugar un papel en facilitar la liberacion de cada
una de las espermatidas por las células de Sertoli o la migracion de las c€lulas germinales
(principalmente espermatocitos preleptoteno) desde el compartimiento basal hacia el
adluminal del tibulo seminifero abriendo la oclusién de las uniones inter-Sertoli. La
enzima podria también participar en remodelar el epitelio seminifero. Los estudios sugieren
que la secrecién ciclica del activador de plasmindgeno esta relacionada a los estados del
ciclo espermatogénico (Bardin, 1994).
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La L-orniting descarboxilasa estd confinada para soporte de las células de Sertoli,
sugiriendo que éstas produzcan la putrescina la cual es ransferida hacia las espermatidas
(De Reviers, 1990).

i) SCF/c-kit.

El c-kit es un proto-oncogen involucrado, entre otras cosas, en la hemopoyesis. La
mutacién en el gen ¢-kit se dirige hacia el no desarrollo de las células germinales
primordiales en ratones mutantes pero, més interesantemente, el RNAm c-kit estd también
expresado en la espermatogonia postnatalmente. Este gen es expresado en las células de
Sertoli del ratén adulto (Sharpe, 1994; Griswold, 1999). Lo que controla la supervivencia y
muerte de las células germinales permanece incierto (Russell, 1999; Helal, 2002). Una
posibilidad es que los factores de sobrevivencia como el c-kit son limitantes en los
testiculos (Helal, 2002).

El factor de la célula madre (SCF) es producido por las células de Sertoli e interactiia con
su receptor, ¢-kil, sobre la espermatogonia, espermatocitos, sspermftidas vy células de
Leydig en el testiculo de rata. Numerosos estudios sobre la funcion de SCF durante el
desarrollo testicular hap demostrado que es un factor critico para el desarrollo de la célula
germinal, en luz de ésta capacidad de estimular la proliferacion y promover la
supervivencia de la célula germinal primordial y espermatogonia. Un estudio revela que la
interaccion SCF/c-kit puede proteger no solamente a la espermatogonia sino también a los
espermatocitos y espermatidas de la apoptosis, proliferacion de la célula germinal y su
diferenciacion (Yan, 2000). Los tipos de células germinales que sufren de apoptosis en la
ausencia de SCF son principalmente los espermatocitos y las espermatidas. La apoptosis de
la célula germinal esta regulada por miembros de la familia Bel-2 expresados en los
testiculos de adulto, la Bacl fue inmunohistoquimicamente detectada en la células de Sertoly
y espermatogonia, la Bax fué localizada en las células de Serioli, espermatogonia y
espermatocitos (Yan, 2000).

J) Antfgeno H-Y.

Es una proteina macho-especifica que se liga a los receptores sobre las células de Sertoli
de la génada primordial. Los receptores especificos para el antigeno H-Y estan establecidos
sobre células ovéricas y testiculares pero no sobre células de tejidos extragonadales. Es de
notarse que ninguna de las proteinas secretadas por las células de Sertoli reacciona
especificamente con anticuerpos H-Y (Bardin, 1994).

k) Substratos metabdlicos.

Las células de Sertoli comtrolan el ambiente de todas las células germinales no
espermatogénicas y uno de los requerimientos clave, es la energia, la cual la célula de
Sertoli proporciona, primariamente en la forma de lactato y piruvato més que de glucosa, y
esto puede estar bajo el control de la FSH, al menos, en la rata inmadura. A causa de que la
insulina juega un papel imporiante en regular la glucosa en el metabolismo de todas las
células, incluso las células de Sertoli (Sharpe, 1994; Goddard, 2003).
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Las células de Sertoli secretan lactato producido desde la glucosa sérica como energia
para las células germinales principalmente, espermatocitos y espermatidas (Johnson, 1999;
Riera, 2001; Goddard, 2003). En las células de Sertoli de la rata, la produccién de lactato
esta bajo el control de la FSH, factor de crecimiento epidermal, insulina y factor-I de
crecimiento semejante a la insulina (IGF-I), tri-yodotironina y por el factor de crecimiento
de fibroblastos (bFGF); en el porcino, esta bajo el control de la FSH, factor de crecimiento
transformante B (TGFB), EGF/TGFa, IL1 y TNFa (Riera, 2001).

El mismo testiculo depende altamente sobre la oxidacion de la glucosa, el fluido de la red
testicular contiene muy poca glucosa y fructosa. El significado metabélico de estos
carbohidratos para el esperma testicular es todavia incierto. Hay evidencia de que en la rata,
el lactato y piruvato producido por las células de Sertoli, son significantes substratos para
las células germinales en cultivo y el lactato esta presente en el RTF de las ratas y de
cameros Yy toros. El lactato es esencial para mantener la producciéon de ATP por las células
germinales. El O, captado por el esperma testicular del carnero fué estimulado por la
fructuosa, lactato y acetato, pero el lactato y fructuosa no tienen efecto sobre el esperma
testicular del verraco. Las células de Sertoli sintetizan mioinositol desde la glucosa (De
Reviers, 1990).

) Lipidos.

Al degenerar las c€lulas germinales, el citoplasma residual de la espermatida ha sido
considerado para proporcionar la fuente de inclusiones lipidicas que se acumulan dentro de
la célula de Sertoli (Johnson, 1999). Sin embargo, no hay un vinculo definido entre la
fogocitosis del citoplasma residual y el contenido de las inclusiones lipidicas que haya sido
demostrado. En consecuencia, parece ser que éstas células son capaces de sintetizar lipidos
en la ausencia de una contribucion de sustratos desde las células germinales degeneradas.
En ésta conexién, enzimas del reticulo endoplasmico liso son tal vez responsables en la
sintesis de lipidos desde el glicerol y acidos grasos, los cuales, en esterificacion dentro de la
célula, llegan a ser visibles como inclusiones lipidicas (Bardin, 1994).

m) Fosfodiesterasas (PDEys).

La diferenciacién y funcién de las células gonadales estan controladas por un complejo
de estimulos endocrinos, paracrinos y autocrinos. Estos estimulos externos son recibidos y
elaborados por células gonadales por medio de un complejo igualmente formado de
senderos de mensajeros secundarios intracelulares. Un constante flujo de informacion a
través de esos senderos es necesaria para mantener las funciones endocrinas y
gametogénicas de las gonadas (Conti, 1991).

Las gonadotropinas estan entre las mas importantes sefiales controladoras de la funcion
celular gonadal. Estas hormonas pituitarias se unen a la superficie en los receptores
acoplandose para un sistema de transduccién de sefiales de la membrana que transfiere la
sefial hormonal dentro de la célula. Una mayor sefial resulta de la activacién del receptor de
la gonadotropina, es la proteina estimuladora del guanin nucledtido (Gs)- activacién
mediada del adenilato ciclasa. Esta enzima ligada a la membrana, cataliza la sintesis del
segundo mensajero AMPc. Mientras tanto Ja difusion desde el sitio de sintesis, el AMPc ya
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sea que s¢ ligue y active a la protein kinasa o es degradada e inactivada por el nucledtido
ciclico fosfodiesteras (PDEs) (Conti, 1991).

El balance entre estos dos eventos determina la mayoria de los efectos biologicos de las
gonadotropinas. Mientras tanto, extensivos estudios han sido conducidos para examinar la
activacién de la protein cinasa dependiente del AMPc, donde se ha tenido poca atencién
para el entendimiento de cémo las PDEs y la degradacion del nucledtido ciclico son
regulados en las células gonadales (Conti, 1991).

Las PDEs juegan un papel en la regulacion del AMPc. Para entender la funcién de los
caminos degradadores del AMPc de las células gonadales, las formas de PDE expresadas
en éstas células han sido separadas y caracterizadas. Las dos formas mayores de PDE
expresadas pertenecen a las familias de las PDEs activadoras de la Calmodulina (CaM
PDEs) y las PDEs especificas del AMPc (AMPcPDEs) (Conti, 1991).

Al menos 4 genes homélogos de las PDEs estan expresados en el testiculo de la rata. Los
productos de estos genes bien estdn referidos como ratPDEL, ratPDE2, ratPDE3 y
raiPDE4. Sin embargo, muchas lineas de evidencia indican que la ratPDE] y la ratPDE2
estan preferencialmente expresadas en la linea germinal, mientras que la ratPDE3 v la
ratPDE4 estAn expresadas en las células somdticas del epitelio seminifero (Conti, 1991).

Se ha demostrado que un incremento en la actividad de la AMPe PDE coincide con el
comienzo de la refractoriedad de la célula de Sertoli. La refractoriedad de la célula de
Sertoli es reversible si las células estan expuestas a diferentes inhibidores de la PDE,
indicando el incremento observado en la actividad de la PDE tiene un papel mayor en
regular la sensibilidad de la célula de Sertoli a las hormonas. Se considera que la FSH
produce mas de 10 veces incremento en la actividad en las células de Sertoli inmaduras en
cultivo, puede ser concluido que la induccién de la AMPc PDE puede ser en si misma una
causa mayor de pérdida de respuesta. En suma al papel durante la regulacién aguda de
respuesta de la FSH, un incremento en la actividad de la PDE pudiera causar los cambios
en respuesta de la célula de Sertoli que ocurre durante la maduracién testicular. Se ha
demostrado que fa acumulacion de AMPc¢ dependiente de la FSH en la célula de decrece
progresivamente durante la maduracion testicular. Un incremento en la actividad de la
AMPc PDE ocurre en la célula de Sertoli durante el desarrollo testicular. Ademas, la
respuesta a la FSH puede ser, al menos en parte, restaurado por los inhibidores de la PDE.
Por 1o tanto, un cambio en la adenil ciclasa y en la PDE son probablemente responsables
por esta pérdida en la respuesta durante la maduracién (Conti, 1991).

En conclusion, los datos revisados anteriormente demuestran que la degradacion del
nucledtido ciclico en las células gonadales es acarreado por un complejo en fila de
fosfodiesterasas. Esta funcion de la inactivacion del segundo mensajerc no esta
constitutivamenie expresada en las células gonadales. La actividad de las PDEs esta
regulada por las gonadotropinas y su activacién juega un papel importante en la regulacion
de la respuesta celular a diferentes estimulos externos (Conti, 1991).
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n) Vitaminas.

A. La marcada degeneracion de las células germinales postmeiGticas que acompaiian a la
deplecion de la vitamina A probablemente sugieren que la funcion deteriorada de la célula
de Sertoli es un importante factor. La bioguimica del metabolismo de la vitamina A y su
accién es bastante compleja pero involucra dos proteinas ligadoras intracelulares, la
proteina ligadora de retinol celular (CRBP) y la proteina ligadora de dcido retinoico celular
{CRABP) (Bardin, 1994; Sharpe, 1994), asi como también una variedad de receptores de
acido retinoico y receplores relacionados (retinoides-X). La CRBP parece estar localizada
exclusivamente en Jas células de Serioli, mientras que la CRABP se localiza
preferencialmente en los espermatocitos paquiteno v en las espermatidas, y en muy bajas
cantidades, probablemente en la espermatogonia (Sharpe, 1994).

D. Hay pocos estudios sobre los efectos de la vitamina D y sus analogos sobre las
funciones de la célula de Sertoli in vivo 0 in virre. Varios estudios sugieren que los
receptores de vitamina Dj estan localizados en un componente no germinal de los tibulos
seminiferos, probablemente las células de Sertoli (Bardin, 1994).

E. Owa vitamina lipoidal que afecta a las c¢élulas de Sertoli es la vitamina E. Esta
substancia no tiene efecto sobre la produccién de transferrina para las células de Sertoli,
sino que influencia la secrecion de rABP. En adicién, la vitamina E influencia la eficacia y
multiplicacion de las células de Sertoli inmaduras en cultivo (Bardin, 1994). En ratas la
deficiencia de vitamina E, produce un dafio irreversible a los tibulos (Waites, 1990).

i) Zinc.

La deficiencia de Zinc produce efectos especificos sobre ¢l testiculo y estd asociado con
la secrecién de gonadotropina normal o elevada. El Zinc es un constituyente de un niumero
de enzimas presentes en el testiculo y también inhibe la ribonucleasa. El metal es
incorporado  hacia el espermatozoide durante los dltimos estados de la
espermiogénesis{Waites, 1990). Su papel se desconoce parcialmente (De Reviers, 1990).

o) Calmodulina/Ca®™ .

El calcio esta involucrado en la regulacién de varios procesos celulares incluyendo la
motilidad, secrecion, divisidn, forma celular y regulacion enzimatica. El calcic gjerce
muchas de éstas acciones por medio de la proteina ca/moduling, la cual esta presente en las
células de Sertoli y actia como un receptor intracelular para el calcio. El cambio en la
forma celular es controlado por microfilamentos comteniendo actina y tubulina y
posteriormenie se demostré su asociacién con la secrecion del ABP (De Reviers, 1990).
Tanto el AMPc como el Ca’* se cree que estan involucrados en la secrecién celular (De
Reviers, 1990; Ko, 2003). El calcio se identificé como el primer mensajero para la accién
de la T3 a nivel de la membrana plasmética. Se sugiere que el calcio esta involucrado en la
regulacion del efecto de hiperpolarizacién de T3 sobre las células de Sertoli. Se ha
demostrado el involucramiento de canales de K™ y calcio extracelular en el efecto de T3
sobre la acumulacién de aminoacido y sobre la potencial membrana de la célula de Sertoli
(Volpato, 2004).



p) Testibumina (CMB-1).

Es una proteina que responde sinérgicamente a la FSH y testosterona en cultivos
enriquecidos con células de Sertoli y fué identificada como CMB-1. Esta puede ser la
homéloga de 1a albumina del compartimiento adluminal del testiculo (Bardin, 1994).

q) Proteinas ligadoras de Metal.

Muchos investipadores han demostrado que las células de Sertoli secretan proteinas
transportadoras de hierro y cobre. Estas proteinas han sido llamadas Tramsferrina
Testicular y Ceruloplasmina, respectivamente. La presencia de ambas proteinas en el fluido
tubular sugiere un mecanismo por el cual el hierro y el cobre pueden ser transportados a las
células germinales en el compartimiento adluminal (Bardin, 1594).

Una de las proteinas mayormente secretadas desde las células de Sertoli, es Ia
transferrina (De Reviers, 1990; Johnson, 1991), que se liga preferencialmente a los
espermatocitos paquitenos pero también a las espermétidas redondas. Es estimulada por la
FSH, insulina, testosterona, retinol, acido retindico y por suero y albumina sérica del ratén
(De Reviers, 1990; Bardin, 1994). Es una proteina transportadora de hierro rodeando los
complejos de unién herméticos para las células germinales en desarrolle (Griswold, 1999).
Esta proteina también promueve, el optimo crecimiento de la célula de Sertoli (Bardin,
1994).

r) Clusterina.

Fritz et al. reportaron la presencia de una macromolécula en el fluido de la red testicular
del camero, la cual se obtuvo de las células de Sertoli de ratas inmaduras, células de Sertoli
TM. (una linea de célula de Sertoli del ratdn) y eritrocitos de varias especies. La clusterina
purificada del fluido de la red testicular del camero es una glucoproteina dimérica que
contiene 36% de carbohidrato. La proteina es sintetizada y secretada por las células de
Sertoli (Bardin, 1994). Es una proteina glicosilada, la cual causa la aglutinacién de varios
tipos de células en cultivo, representa cerca del 20% del total de las proteinas (Johnson,
1991). Del contenido proteinico total en el fluido de la red testicular del ovino, representa el
18%. Es un factor de agregacion celular de M; 80 000 (De Reviers, 1990). No esta limitada
a la especie ovina. La funcién fisiologica de la clusterina es desconocida, sin embargo, ésta
podria actuar para facilitar las interacciones célula-célula. Se ha identificado en la sangre
del camero, sugiriendo que ésta pudiera tener algunas acciones fuera del tracto
reproductivo (Bardin, 1994).

s) Imterleucing-1 (I1L-1).

Es una citocina de especial interés, que consiste de dos isotipos agonistas, IL-1a e IL-1§,
y naturalmente aparecen antagonistas, antagonista receptor de IL-1 (IL-1ra). Testiculos de
ratas de diferentes edades producen factores de crecimiento de las células de Sertoli. En el
testiculo puberal y adulto, ¢l factor de crecimienio de mayor abundancia de las células de
Sertoli fue identificado como IL-1a. Esta tiene una mayor eficacia que la FSH en estimular
la proliferacién de ésta célula (Petersen, 2002). La fagocitosis de cuerpos residuales o
citoplasma de las espermtidas elongadas o incluso la fagocitosis de burbujas de latex,
inducen secrecion de IL-1 por éstas células in viiro. En €l ciclo espermatogénico de la rata,
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la fagocitosis de los cuerpos residuales en el estado VII y su digestién lisosomal en el
estado [X dispara la produccion de IL-1, la cual a su vez estimula la primera division de la
espermatogonia tipo A;. La secrecion de IL-6 por las células de Sertoli en respuesta a los
efectos autocrinos de la IL-1 podrian estar también involucrada en ésta cascada (Sharpe,
1994).

Un factor como la interleucina I (IL-I) se ha demostrado ser producido por los tibulos
seminiferos del hombre y la rata, y la evidencia sugiere que ésta probablemente se origina
desde las células de Sertoli. En la rata, la secrecién de IL-I por los titbulos seminiferos se
incrementa durante la maduracién sexual, varia de acuerdo al estado del ciclo
espermatogénico y parece correlacionarse con el incremento en la sintesis de DNA por
diferenciacién de la espermatogonia (Sharpe, 1994). En el porcino y en la rata, la
interleucina-18 y la FSH incrementan la produccién de lactato en las células de Sertoli
(Riera, 2001).

t) Factores de Crecimiento.

La actividad del factor de crecimiento ha sido observado en el fluido de la red testicular
del ovino y su concentracion en extractos testiculares decrece con la edad. El factor de
crecimiento del tubulo seminifero (SGF) es un polipéptido hidrofilico, anidnico, teniendo
un peso molecular monomérico de 15 700. No parece estar controlado por hormonas
pituitarias y es capaz para estimular la mitosis de las células de Sertoli in vitro (De Reviers,
1990). La funcién fisiolégica de ésta proteina es desconocida; sin embargo, se presume que
esté involucrada en la regulacion de la proliferacion celular en desarrollo (Bardin, 1994).

Otro factor de crecimiento ha sido identificado en cultivos enriquecidos con células de
Sertoli, es la Somatomedina-C, la cual actiia sinérgicamente con la FSH (Sharpe, 1994).
Los grdnulos de Somatomedina-C han sido observados en células de Sertoli y
espermatocitos paquiteno (De Reviers, 1990). Es altamente probable que este factor tenga
un efecto sinérgico con la FSH sobre las células de Sertoli (Bardin, 1994).

En adicién al control hormonal por las gonadotropinas y testosterona, un nimero de
factores de crecimiento producidos localmente y otros mediadores paracrinos se han
sugerido para jugar un papel importante en la regulacion de la funcion testicular, entre tales
factores, el factor de crecimiento epidermal (EGF-GFs) y el factor de crecimiento
transformante-a se han implicado como reguladores del desarrollo de la célula germinal,
importantes reguladores paracrinos de la espermatogénesis (Wahlgren, 2003). El factor de
crecimiento transformante-a (7GF-¢) tiene efecto estimulatorio sobre la proliferacion de la
célula de Sertoli (Petersen, 2002). El TGF-a a una estimulacién de DNA se sintetiza en las
células de Sertoli. Se ha demostrado que la TGF-a estimula la proliferacion de €stas células
inmaduras in vitro, mientras que los factores de crecimiento SCF, FGFa, FGFb, IGF-1 y EL
IGF-II se alistan para producir efectos significativos similares y sus receptores son
expresados en células testiculares durante éste estado de desarrollo, aunque no siempre
localizados en los epiteliocitos sustentaculares (Petersen, 2001).

Un factor neurotrofico derivado de la linea celular glial (GDNF) fue el primer miembro

de una nuevo factor de crecimiento transformante subfamilia-, conocido como familia
ligadora del GDNF (GFL). El GDNF, una de sus funciones es darle el destino celular de la
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espermatogonia indiferenciada. Otro miembro de la GFL es la neurturina (NRTN) vy
promueve la supervivenvia de poblaciones neuronales en el sisltema nervioso central y
periférico. La NRTN y el GDNF son expresados en las células de Sertoli y ellas promueven
la proliferaci6n espermatogonial in vitro. La observacion histologica sugiere también que la
NRTN regula la produccién del fluido testicular y su reabsorcion (Meng, 2001).

u) CREB/CREM,

Se ha visto que los caminos de transduccidon dependientes del AMPc son mayores
mecanismos regulatorios que operan en diferentes estados de la espermatogénesis. La
regulacion de los genes de expresion es ejercida por la via de una familia de factores de
transcripcién nuclear que contienen un basico dominio de leucina que habilita la
dimerizacion y vincula a un elemento DNA cis, designado como elemento sensible-AMPc
(CRE). Los dos miembros predominantes de ésta familia, que se han demostrado para
funcionar durante la espermatogénesis son, proteina ligadora de elemento sensible al AMPc
{CREB) y elemento modulador sensible al AMPc¢ (CREM). Un rasgo caracteristico del gen
CREM es la existencia de otra isoforma CREM, llamada represor primario de AMPc
inducible (ICER). La supervivencia de la célula germinal depende del factor de
supervivencia mediada por el CREB producidos por las células de Sertoli (Don, 2002).

El nivel de transcripciones del CREB fluctia en una manera ciclica que depende de las
asociaciones celulares especificas a lo largo de la onda espermatogénica. El RNAm CREB
Sertoli estd presente en los estados I-VIH de la espermatogénesis de la rata, aunque es més
alto en los estados [I-V y decrece a niveles indetectables en los estados I[X-XIV (Don,
2002).

Los niveles del CREB son altos en las células de Sertoli durante los primeros ocho
estados, se caracterizan por la presencia de las espermétidas redendas haploides. Estudios
anteriores muestran que las espermatidas redondas secretan el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) que es detectado por receptores de TNF-a sobre las células de Sertoli (Don, 2002).
Estas células también secretan TNF-a, uno de los mayores estimuladores para la
produccion de lactato del porcine (Riera, 2001) y sugiere que la TNF-u basada en la
comunicacion cruzada entre las espermdtidas redondas y las células de Sertoli mantiene
altos niveles de CREB, tanto que puede inducir la produccién de factores requeridos por las
espermatidas y espermatocitos. Una vez que la onda espermatogénica alcanza el estado en
donde las espermitidas redondas no estan asociadas con las células de Sertoli, el efecto
paracrino de la TNF-u se detiene, la actividad de NF-xB en las células de Sertoli es
reducida y el nivel de ICER que para este estado es bastante alta, declina el CREB a niveles
basales (Don, 2002).

v) Metaloproteinasas de la Mairiz (MMPs).

Son una familia de proteinas relacionadas estructuralmente que degradan muchos, sino es
que todos los componentes de la mairiz extracelular y membranas bajas en una manera
dependiente del zinc a un ph fisiologico. Pueden afectar la migracion celular por cambio de
las células desde un fenotipo adhesive hacia un no-adhesivo. Las MMPs pueden alterar el
microambiente de la ECM dirigiéndose a la proliferacién celular, apoptosis o morfogénesis.
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Las MMPs pueden modular de las moléculas biclogicamente activas tales como los factores
de crecimiento ¢ receptores de factor de crecimiento, para enclavar o liberar aquellas de la
ECM. Las MMPs pueden alterar el balance de la actividad de la proteasa para enclavar
enzimas o sus inhibidores y la accion de las MMPs esta limitada o regulada por uno o
varios de cuatro distintos inhibidores de tejido de las metaloproteinas (TIMPs 1-4) (Longin,
2002). Las MMPs juegan un papel en la regresion del ducto Millleriano. Se sugiere que la
MMP2 es uno de los primeros genes blanco-AMH involuerados en la regresién del ducto
Mulleriano (Visser, 2003).

Los procesos de desarrollo que involucra a las MMPs y TIMPs ocurren probablemente
en las células de Sertoli dentro del testiculo. La mayoria de las observaciones, ponen en pie
la posibilidad de que hormonas y factores locales regulan la expresién y actividad de las
MMPs y TIMPs en éstas células y actian como mediadores criticos de los cambios
estructurales que éstas mismas sufren durante el desarrollo y la vida adulta. Las gelatinasas,
MMP-2 y MMP-9, son secretadas por las células de Sertoli (Longin, 2002).

w) Dinaminas.

Es una proteina de la familia de las GTPasa y existen mas de 25 isoformas. La dinamina
3 fue la primera identificada como isoforma especifico-testicular. La dinamina 2 y 3 se
expresan y se localizan en las células perminales y de Sertoli. Estas dos dinaminas tienen
distintas funciones en las células de Sertoli. La dinamina 2 se ha implicado en la
endocitosis y adicionalmente en la formacion de vesiculas hacia el Golgi (Karmitani, 2002)

9. Regulacién Hormonal

La espermatogénesis esta regulada por la via de la estimulacién directa de la gonada por
las hormonas pituitarias v la secrecion de las hormonas pituitarias estin a su vez
controladas por la via de retroalimentacion desde los productos de las goénadas. Los
componentes de este eje pituitario-testicular incluyen a la LH y FSH desde la pituitariay a
la testosterona e inhibina desde el testiculo (Griswold, 1999) (Figara I9).

La célula de Sertoli adulta o madura posee receptores para la hormona
foliculoestimulante (FSH o Folitropina) sobre su superficie (Griswold, 1999) y receptores
para la testosterona dentro de su micleo, variando sus niveles de acuerdo al estado del ciclo
del epitelio seminifero (Quian, 1999; Griswold, 1999; Murray, 2000; Regadera, 2001;
Xing, 2003). La testosterona es producida en las células de Leydig en respuesta a la
secrecion y ligadura de la hormona luteinizante pituitaria (LH) hacia la superficie de las
células de Leydig. Después de la deplecion de la FSH y la LH, el tamafio de la célula de
Sertoli decrece dramdticamente, conforme la muerte apoptdtica de las células germinales se
incrementa (Griswold, 1999). Los efectos de la FSH sobre la célula de Sertoli en el
testiculo del adulto son estado dependientes. Los niveles del receptor de FSH y su RNAm
son mas altos en los estados XIV y 1, pero es mas importante 1a respuesta de la célula de
Sertoli a Ja estimulacién de la FSH, en terminos de produccidn de AMPc, es
dramaticamente méas alto en los estados XIV-V] y a un nadir en los estados VII-VIIL. Sin
embargo, la FSH probablemente no es el unico factor que modula el nimero de
espermatogonias para enfrar en meidsis, porque se debe recordar que los tibulos
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seminiferos de la rata adulta responden muy pobremente a la estimulacion de la FSH
{Bardin, 1994).

Las acciones de la FSH sobre funciones diversas como metabolismo energético,
secrecion de proteinas, forma celular y division celular estin mediadas por la via de
segundos mensajeros incluyendo el AMPc y el Ca®" . Esta bién establecido que algunas de
las acciones de la FSH estdn mediadas por la via del sistema protein cinasa- adenilato
ciclasa. Para incrementar la sintesis del AMPc, 1a FSH también afecta varios componentes
de éste sistema, como la fosfodiesterasa y niveles inhibidores de la protein cinasa, asi como
también, la fosforilacion por si misma de la proteina (Bardin, 1994).

La regulacién hormonal de la espermatogénesis es que la FSH y la testosterona parecen
controlar muchos de las funciones metabdlicas basicas de la célula de Sertoli que son
esenciales para una espermatogénesis normal. Usualmente durante la pubertad o en los
ultimos estados de desarrollo estacional de la espermatogénesis hay un switch desde la FSH
hacia la dependencia de testosterona, tal vez relacionada a los cambios en el nimero de
receptores de andrégeno, la secrecion de ABP o la apariencia de un tipo de célula germinal
en particular. El traslape en las funciones controladas por la FSH y testosterona
probablemente explican porqué en muchas especies una sola hormona puede mantener
cualitativamente la espermatogénesis completa (Bardin, 1994).

Fig. 15. Control endocrine del funcionamienio lesticalar
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la FSH, pero no sobre la LH (Hafez, 2002).
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10._Variacidén de las actividades de la célula de Sertoli en relacién al ciclo seminifero de la
rata.

Dentro de cada estado la funcidn de las células de Sertoli es algo diferente, sus funciones
cambian de acuerdo al complemento con la célula germinal, con las cuales ellas estan
asociadas (Bardin, 1994).

a} Actividades en los estados I-VI

La variacion ciclica en la unién de la FSH a las células de Sertoli ocurre al méaximo en
los estados I-VI del ciclo del epitelio seminifero. Hacia los mismos estados hay méxima
produccion de AMPc en la presencia de metilisoxantina, con o sin estimulacién por la FSH.
Las actividades de acido fosfatasa y tiamina pirofosfatasa son mayormente establecidas en
el citoplasma de la célula de Sertoli desde los estados XII-IV y nuevamente las
espermatidas elongadas han penetrado profundamente hacia el citoplasma de la célula de
Sertoli. Las vesiculas ligadas a la membrana son observadas en la parte basal del
citoplasma de la célula. Las uniones tubulobulbares entre las células de Sertoli adyacentes o
entre las células de Sertoli y las espermatidas elongadas estin a su maximo durante el
estado V (De Reviers, 1990).

b} Actividades en los estados VII-IX

Durante los estados VII al IX, las concentraciones de andrdgenos intratubulares,
progesterona y ABP son maximos. La distribucion de la actividad de la fosfodiesterasa es
similar al del ABP. E] total de secreciones de proteinas marcadas de metionina-[>*S] son
observadas en dos picos especificos; uno, en el estado VI, es posiblemente relacionado al
activador de plasmindgeno y el segundo es durante el estado XJI. Este estado se caracteriza
también por el incremento en la transcripcion del RNA en los espermatocitos primarios
paquiteno. Los pseudopodos desde la espermatogonia tipo B penetran al citoplasma de la
célula de Sertoli y rodeadas por cuerpos densos posiblemente relacionados a la actividad de
la fosfatasa acida son observados durante los estados VII-VIIL. En los mismos estados la
enzima convertidora de angiotensina con [*H]captopril muestra marcaje sobre las cabezas
del esperma elongado. Durante los estados VIII-IX, el citoplasma de la célula de Sertoli
tiene liberado Zn por los cuerpos residuales después de la espermiacion. El zinc es
transferido al compartimiento basal y no se detecta sino hasta el estado XTV (De Reviers,
1990).

¢) Actividades en los estados IX-1

Las concentraciones de vacuolas lipidicas en el citoplasma de las células de sertoli y de
receptores de androgeno nuclear son maximos durante los estados XII-I (De Reviers, 1990).
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11. Patologia de las células de Sertoll.

La destruccion de la asociacion celular Sertoli-germinal por calor, agentes toxicos y
enfermedades, frecuentemente se dirigen a un rompimiento de la espermatogénesis dandose
asi la infertilidad (Syed, 2002).

Los signes de las células de Sertoli dafiadas son, la vacuolacion entre las uniones inter-
Sertoli, desprendimiento de las células de Sertoli y retencion de las espermatidas tardias
(abandonada la liberacién del esperma). La degeneracion no especifica de las células
germinales o la multinucleacion de las espermatidas puede ser una consecuencia del dafio
de la célula de Sertoli. Aunque las células de Sertoli pueden ser el sitio primario del dafio
desde un téxico, ellas raramente estan desorientadas del epitelio seminifero (Russell, 1999).

Las células de Sertoli de testiculos viejos son incapaces de responder a sefiales selectivas
de las células germinales de ratas jovenes y las células germinales de testiculos retrogrados
son incapaces para responder a sefiales selectivas de las células de Sertoli. Tales
destrucciones de comunicacién entre las células de Sertoli y las células germinales
probablemente contribuyan a la pérdida de la célula germinal durante el envejecimiento
(Syed, 2002).

En los casos de tumores de células de Sertoli, el animal afectado a menudo adquiere

caracteristicas femeninas, como glindulas mamanas aumentadas de tamafio y un tipo
femenino de distribucién de la grasa (Frandson, 1995).
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Vi. CONSIDERACIONES FINALES DEL OVINO Y CAPRINO

Desde el punto de vista de la produccién animal, la perpetuacion de la especie no es sino
un aspecto del proceso productivo. En la explotacion de los animales la reproduccion debe
ser numerosa y rapida. El hombre necesita que los animales tengan caracteristicas que
alimenten su valor econdmico y algunas de Jas que mds le interesan son superfluas desde el
punto de vista de la perpetuacion de la especie (De Alba, 1985).

Desde una perspectiva de agricultura las ovejas y cabras son dentro del ganado, las
especies mas versdtiles, rumiantes sin duda en adaptarse a diversos ambientes de
produccion y son abastecedores de productos en todo el mundo. La poblacion mundial de
ovejas se ha establecido por igual en paises desarrollados y en desarrollo, mientras que las
cabras reciden predominantemente en paises en desarrollo (Keisler, 1999).

El inicio temprano de la madurez sexual tiene ventajas econémicas porque aumenta el
tiempo de vida durante el cual los animales tienen una reproduccion activa. Aunque los
carneros se pueden aparear todo el afio, el peso testicular y las concentraciones de
testosterona y gonadotropinas son minimas de enero a mayo, durante el anestro de la
hembra. De modo similar que en macho cabrio la concentraciéon plasmatica de testosterona
permanece baja de enero a agosto y se eleva sibitamente al inicio de la estacién
reproductiva (Hafez, 2002). El tamafio testicular es variable entre los carneros y cabrios, el
tamario testicular es una variable importante para tasar en el hato el potencial de seleccion
reproductiva. Se ha estimado que en un carnero o cabrio, aproximadamente 20 millones de
espermatozoides son producidos por gramo de tejido por dia (Keisler, 1999).

Al igual que en las ovejas dedicadas a la reproduccion, en el morueco y en el macho
cabrio hay efectos estacionales que se deben comprender para obtener la maxima fertilidad.
En ovinos se requiere mayor cantidad de espermatozoides normales y vivos para lograr con
éxito la fertilizacion. Los eyaculados normales de moruecos adultos oscilan en total de
espermatozoides entre los 3 a 5 X 10° (De Alba, 1985). Los cambios estacionales en el
volimen testicular y la producciéon de espermatozoides estan correlacionados con otras
caracteristicas en el macho. El libido en carneros también cambia con la estacién. La
capacidad fertilizadora del sémen colectado en primavera es menor que la del sémen
colectado en el otofio (Lindsay, 1991)

La regulacion del sistema reproductivo ocurre primariamente a nivel hipotilamo-
pituitario, pero las hormonas criticas dependen sobre la estrategia reproductiva de las
especies, las gonadotropinas. Este sistema comienza con la retina, la cual, recibe la
informacioén de fotoperiodo y finaliza con la glandula pineal, la cual se traduce a un signo
endocrino. El fotoperiodo (efecto por la via de la melatonina) limita la fertilidad
controlando la liberacién de la hormona gonadotropina (GnRH) desde el hipotilamo. La
GnRH es secretada episédicamente. Durante la estacién no reproductiva la frecuencia del
pulso de GnRH es baja y consecuentemente la secrecion de la FSH y la LH es minima y las
gdnadas son inactivas (Goodman, 1999; Keisler, 1999).
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La informacion experimental que demuestra de manera mas concluyente el control de la
reproduccion por el fotoperiodo se ha obtenido en ovejas. El fotoperiodo es basicamente un
sincronizador de la actividad sexual (Hafez, 2002).

Cuando la relacién entre la edad y el nimero de células de Sertoli por testiculo fué
examinada hubo un decline significativo relacionado con la edad en la poblacion de la
célula de Sertoli. Existe también una correlacion significativa entre el nimero de células de
Sertoli y la produccion diaria de esperma aunque el nimero de células germinales
acomodadas en las células de Sertoli hacia alguna edad permanece sin cambios (De Kretser,
1994).
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Vil. COROLARIO

Durante la vida prenatal y neonatal, la gametogénesis y la esteroidogénesis parecen
independientes, mientras que al principio de la pubertad se relacionan estrechamente. Los
endocrinocitos intersticiales son sensibles a las gonadotropinas y la continuidad de su
actividad esteroidogénica depende estrictamente de la secrecién de aquellas. Al iniciarse la
pubertad se reanuda la secrecion de las gonadotropinas y se reactivan las células de Leydig.
Estas célula son estimuladas por pulsos de LH hipofisaria para secretar andrégenos. Estos
se difunden en los epiteliocitos sustentaculares adyacente y también se secretan en la sangre
donde ejercen retroalimentacion tanto en el hipotdlamo como en la hipofisis para bloquear
la liberacion de LH adicional. La otra gonadotropina principal, FSH, estimula la produccién
de ABP e inhibina por las células de Sertoli (Hafez, 2002).

La hormona tiroidea y la FSH no son probablemente los tnicos factores que puedan
modular la replicacion de las células de Sertoli. La hormona del crecimiento también tiene
que ver en la replicacién de la célula de Sertoli. El cese de la repliacién ocurre al momento
de la formacion de las uniones celulares inter-Sertoli y formaciéon del limen y estin
asociados con varios cambios morfolégicos y funcionales los cuales simultaneamente son
llamados, maduracion (Sharpe, 1994).

La regulacion del namero de células de Sertoli aparece para ser el principal determinante
del tamaiio testicular final entre las especies, dentro de las razas de la misma especie y
entre los individuos de la misma raza (Sharpe, 1994).

El conocimiento comin de la funcién del epiteliocito sustentacular ilustra una progresion
importante a través de los afios para entender mejor la fisiologia del testiculo y comprender
asi la fertilidad del macho. Este conocimiento nos da la capacidad para entender las bases
de algunas de las muchas funciones atribuidas a las células de Sertoli in vivo, por ejemplo:
1) la naturaleza de su relacién con las espermatidas y con sus carabios en la configuracion
la cual debe ocurrir durante la espermatogenesis y la espermiacion (Waites, 1990). La
mayoria de los estudios practicados en las pasadas dos décadas investigando las
interacciones celulares Sertoli-germinal, ampliamente se enfocan sobre la actividad y
funcién secretoria de cada una de ellas. Esta claro que éstas interacciones célula-célula y
los cambios subyacentes en la actividad secretoria de la célula de Sertoli y germinal
inicialmente tienen lugar a nivel de las uniones celulares (Cheng, 2002); 2) el control de
secrecion de fluido y otros aspectos asociados con la barrera hemato-testicular. De mayor
importancia ain, es el hecho de la influencia de la célula de Sertoli en la regulacién
intratubular y extratubular por medio de sus interacciones metabolicas y hormonales con las
células germinales, células mioides peritubulares y las células de Leydig (Waites, 1990).

La produccion ptima de espermatozoides por los machos es un pardmetro mayor de
fertilidad y variacion entre seres de la misma especie resultado de : a) variacion en el
nimero de espermatogonia madre por testiculo, la cual esta relacionada al namero de
células de Sertoli y consecuentemente particularmente determinada por el ambiente
hormonal de los tabulos seminiferos antes de la pubertad; b) el rendimiento del proceso
espermatogénico el cual estd, al menos particularmente, controlado en adultos por las
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hormonas gonadales y gonadotroficas. Este control es operado en algin grado por la via de
las células de Sertoli (De reviers, 1990).

Existen varios factores claves que determinan el ndimero de espermatozoides producidos
y la modulacion de éstos factores claramente tiene importantes implicaciones en terminos
de la regulacién de la espermatogénesis. El primero y posiblemente el menos conocido,
determinante de la capacidad espermatica es el nimero contenido de las células de Sertoli
en cada uno de los testiculos (Sharpe, 1994).

La espermatogénesis es un largo proceso, por el cual el espermatozoide establecido en el
eyaculado es producido. Esta involucra, mitosis para incrementar su produccion, la meiosis
para reducir el nimero cromosémico y un ejemplo insuperable de diferenciacion celular en
la produccién del sistema liberador del genoma del macho, el espermatozoide (Johnson,
1991; Hess, 1999).

El epitelio seminifero estd caracterizado por la presencia de varios heterocariones de
edad y naturaleza diferente, las cuales estan en contacto intimo con las mismas células de
Sertoli. Esto indica que las células desarrollan contactos especializados relativos a la
naturaleza de las células germinales presentes en diferentes areas de su citopldsma. La
naturaleza del didlogo entre las células germinales y las de Sertoli es particularmente
interesante tanto, que la diferenciacién celular y la calidad y cantidad de produccion de
sémen estan comprometidos (De Reviers, 1990).

La prolongada y severa desnutricién o malnutricién conlleva a la supresion o cese de la
espermatogénesis y un decrimento en la calidad del sémen en la mayoria de las especies.
Estos efectos estdn acompafiados por disminucion del tamafio testicular y glandulas
sexuales accesorias. La atrofia de la poblacién intersticial y de las células de Sertoli
acompafian a estos cambios (Ferrell, 1991).

Estas aproximaciones deberian dar una apreciacién mas realista de las respuestas del
animal macho hacia el medio ambiente y las consecuencias para la reproduccion. En el
futuro deberiamos esperar que los nuevos fundamentos de los conocimientos bioquimicos,
celulares y moleculares aiin sean resintetizados en el contexto de la fisiologia animal
integra (Waites, 1990).

Trabajos para esclarecer el papel preciso de las hormonas y de factores locales como los
factores de crecimiento y hormonas como la liberadora de gonadotropina sobre elementos
germinales y somaticos de los tdbulos estan iniciados en una o dos especies. Trabajos
comparativos especialmente en el ovino y caprino necesitan ser emprendidos para permitir
un completo entendimiento de los mecanismos y funcionamiento de la célula de Sertoli en
éstas especies (Sharpe, 1994).
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