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I. RESUMEN

Los bajos niveles de testosterona (T) circulante durante el momento del descenso
testicular inguinoescrotal causan criptorquidia tanto en el ser humano como en la
rata. El tratamiento con gonadotropina coriénica humana (hCG) induce el
descenso testicular al estimular la produccién de T. La T puede actuar directa o
indirectamente sobre una estructura mucoproteica llamada gubernaculo para
llevar al cabo el descenso testicular. Se ha propuesto que la accién directa induce
cambios funcionales y morfoldgicos en el gubernaculo y la indirecta se lleva al
cabo a través de las neuronas del nervio genitofemoral (NGF). En este estudio se
determiné los niveles de T y se correlaciond con la ultraestructura e
inmunocitoquimica del gubernaculo y las neuronas del nucleo motor y sensitivo del
ganglio espinal dorsal (GED) del NGF durante el descenso testicular
inguinoescrotal. La criptorquidia fue inducida administrandoles estradiol a la ratas
prepluberes. Se compararon a las ratas con descenso testicular inducido por la
administracion de hCG con ratas controles que permanecieron criptorquidicas. Se
determinaron los niveles de T durante el descenso testicular y se evalué la
ultraestructura det gubernaculo y la deteccidn inmunocitoquimica de la células que
expresan al receptor de andrégenos (RA). Las neuronas del nucleo motor y del
nucleo sensitivo del GED fueron marcadas mediante tincion retrograda con fast-
blue y la expresion de los RA y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) fueron detectados empleando inmunofluorescencia. En los animales
tratados con hCG se encontrd, al microscopio electrénico, material amorfo
electrodenso en la matriz extracelular y el RA fue principalmente localizado en el
nucleo de los fibroblastos del tejido conjuntivo del gubernaculo. El numero de
neuronas motoras Que expresan el RA fue significativamente mayor en el grupo
tratado con hCG y el numero que expresan el CGRP fue menor en este mismo
grupo. En el GED, el numero de células inmunoreactivas al CGRP fue similar en
los dos grupos, pero los RA no se detectaron. Los presentes resultados apoyan la
hipdétesis de que la T actua directamente en los fibroblastos probablemente
induciendo la degradacion de la matriz extracelular en el gubernacuto. Se sugiere
que el nucleo motor del NGF es un blanco directo de la T que puede regular al
CGRP en el nucleo sensitivo del GED para llevar al cabo el descenso testicular.
Por lo tanto los presentes resultados sugieren que la T actua directamente sobre
el gubernaculo y en el nlcleo motor pero indirectamente en el GED del NGF.
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Il. ABSTRACT

Low levels of circulating testosterone (T) during the inguinoscrotal decent of the
testis cause cryptorchidism in humans and rats. Treatment with human chorionic
gonadotrophin (hCG) induces testis descent by stimulating production of T. For
testis descent, T may act directly or indirectly on the gubernaculum. The direct
action of T has been proposed to induce functional and morphological changes in
the gubernaculum, while the indirect action is carried out through the neurons of
the genitofemoral nerve (GFN). In this study, levels of plasma T were measured
and correlated with ultrastructural and immunocytochemical studies of the
gubernaculum and neurons of the motor and sensitive nuclei of the dorsal root
ganglion (DRG) of the GFN during the inguinoscrotal testicular descent.
Cryptorchidism was induced administering estradiol to pre-pubescent rats. Rats
with testicular descent induced by the administration of hCG were compared with
control rats that remained cryptorchid. T levels were measured during testis
descent and the ultrastructure of the gubernaculum was assessed, as well as the
immunocytochemical detection of cells expressing the androgen receptor (AR).
Neurons of the motor and sensitive nuclei of the DRG were marked by retrograde
staining with fast-blue and the expression of the AR and the calcitonin gene-related
peptide (CGRP) were localized using immunofluorescence.

At the electron microscope, electrodense amorphous material was found in the
extracellular matrix of those animals treated with hCG. Immunofluorescence
revealed that AR was mainly located in nuclei of the fibroblastic cells in the
connective tissue of the gubernaculum. The number of motor neurons that
expressed AR was significantly greater in the group treated with hCG that in
controls while the number that expressed CGRP was lesser. In the DRG, the
number of cells immunoreactive to CGRP was similar in both groups while AR
were not detected. These results support the hypothesis that T acts directly on
fibroblasts probably inducing the degradation of the extracellular matrix in the
gubernaculum. It is suggested tihat the motor nucleus of the GFN is a direct target
of T which in turn regulates the CGRP in the sensitive nucleus of the DRG for testis
descent. Therefore, present results suggest that T acts directly on the
gubernaculum and on the motor nucleus but indirectly on the DRG of the GFN.
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1. INTRODUCCION

Durante la evolucion de los mamiferos, las gdonadas masculinas han
asumido una posicion progresivamente baja, con relaciéon al ovario, aun mas se
localizan fuera de la cavidad abdominal (Bedford, 1978; Williams y Hutson, 1991).
E! sitio exacto y la estructura del escroto varia entre las especies, pero en todas, el
escroto mantiene al testiculo a una temperatura por debajo de la corporal

(Zorgniotti, 1991).

1.1. EL DESCENSO TESTICULAR

El testiculo esta ubicado en etapas embrionarias en el abdomen y
posteriormente se desplaza hacia el escroto. En posicion abdominal esta
suspendido por dos ligamentos uno que une el rifén a la génada, llamado
ligamento suspensor craneal y el otro que conecta el testiculo y el epididimo al
piso del escroto denominado gubernaculo.

1.2. TEORIA BIFASICA DEL DESCENSO TESTICULAR

El descenso de los testiculos, en el ser humano y otras especies como la
rata, es un evento complejo, mediado por factores tanto hormonales como
anatémicos, que se relacionan con el desarrollo del gubernaculo, el proceso
vaginal, el canal inguinat, los vasos espermaticos y el escroto (Heyns y Hutson,

1995).

Hutson y Donahoe (1986) propusieron que el descenso testicular se
presenta en dos fases denominadas transabdominal e inguinoescrotal. Durante la
primera el testiculo se desplaza hacia la zona inguinal y en la segunda fase hacia
el escroto. La primera fase del descenso testicular se presenta en el dia 15.5 de la
gestacion en la rata. La segunda fase ocurre entre el dia 19 de la gestacion al dia
21 a 23 postnatal (Arredondo y cols., 1991; Wensing, 1986).

I- TESIS CON
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Se ha propuesto que una de las estructuras con mayor participaciéon en el
descenso de los testiculos es el gubernaculo (Fig. 1). Este fue descrito por
primera vez por John Hunter (1786) como una estructura fibrosa que une el
testiculo al escroto. Se diferencia durante los dias 14 a 15 de la gestacion en la
rata (Fujikake 1989). La formacion y diferenciacion de esta estructura es crucial
para el descenso exitoso del testiculo. El gubernaculo en la rata se divide en dos
partes una craneal y la otra caudal. La porcidn craneal conectada con el testiculo
es un corddén por lo que es llamado ligamento, es rico en células
mesenquimatosas, y la parte caudal se conecta con la pared retroabdominal y se
expande como bulbo gubernacular en donde predominan células de musculo
estriado, mesenquimatosas, fibras de colagena y una matriz rica en
glicosaminoglicanos (Radhakrishnan y cols., 1979; Fujikake 1989).

Para que el descenso testicular se Hleve a cabo es necesario que el
gubernaculo presente cambios morfologicos de crecimiento (fase transabdominal)
y de regresion (fase inguinoescrotal). Ambos procesos parecen estar bajo

diferentes mecanismos de regulacion.

. S
Figura 1. Micrografia en donde se muestra el gubernaculo, estructura que participa en el
descenso testicular. Testiculo (T), epididimo (E). Tomado de Arredondo y cols., 1991,
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El crecimiento gubernacular se presenta durante la fase transabdominal,
justo antes del descenso testicular (Weil, 1885; Heyns y cols., 1990), y consiste en
un aumento en el tamano de esta estructura, dado por una proliferacién celular,
sintesis de glicosaminoglicanos y de acido hialurénico (Heyns y cols., 1990). Este
proceso es indispensable ya que inicia la dilatacién del canal inguinal y del
escroto, permitiendo el libre paso del testiculo a través de ellos (Heyns y Hutson,
1995).

Durante el descenso testicular inguinoescrotal el gubernaculo tiene un papel
importante, aunque su participacién no ha sido del todo aclarada. Se ha
demostrado que durante esta fase se incrementa la actividad de la fosfatasa acida,
la densidad celular y la concentracién de colagena (Baumans y cols, 1981). En el
gubernaculo se remueve |a matriz extracelular y este culmina como un tejido
fibroso que mantiene pegado el testiculo con el escroto, después del descenso
(Wensing, 1973 Heyns y cols.,1990). El ligamento del gubernaculo tiende a
acortarse y se incorpora al bulbo (Heyns y Hutson 1995). La falla en la regresién
gubernacular puede impedir el descenso normal del testiculo (Wensing, 1973; Mc
Mahon y cols., 1995).

Se sugiere que el descenso transabdominal se lleva a cabo por la
participacion de la sustancia inhibidora de los conductos de Maller (MIS) (Hutson y
Donahoe, 1986). Recientemente, también se ha reportado la participacién del
factor asociado a la insulina-3 (Insi3) (Nef y Parada, 1999; Zimmerman y cols.,
1999). Los androégenos no tienen una participacion directa, aunque se dice que
controlan la regresion del ligamento suspensor craneal para el desprendimiento
del testiculo y el rindn para su posterior desplazamiento hacia el escroto (Van der
Schoot, 1996). El descenso inguinoescrotal esta bajo el control de la testosterona
en donde también se ha propuesto que participa la presion abdominal (Hutson y
Donahoe, 1986) (Fig.2).




T
Mis ,
INSL3 Androgenos
b H S )
Transabdominal Inguinoescrotal !

Figura 2. Fases del descenso testicular. En el esquema superior se aprecian las diferentes
posiciones del testiculo. En la primera columna se observa al testiculo en posicion abdominal, en la
segunda inguinal y en la tercera escrotal. Es clara la participacion del gubernaculo para este
proceso. Las micrografias inferiores se correlacionan con la posicion esquematica de los testiculos.
Epididimo (E), testiculo (T), gubernaculo (G) y rinén (R). Tomado de Shono y cols., 1994,

1.2.1. FACTORES QUE CONTROLAN LA PRIMERA FASE DEL DESCENSO
TESTICULAR

1.2.1.1. SUBSTANCIA INHIBIDORA DE LOS CONDUCTOS DE MULLER

La MIS es una glucoproteina de 140-kDa producida por la célula de Sertoli y
es responsable de la regresion de los conductos de Maller durante la gestacion
(Josso y cols., 1993; Lee y Donahoe, 1993; Bashir, 1995). Se cree que la MIS
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participa en la primera fase del descenso testicular estimulando el
sobrecrecimiento gubernacular.

Los resultados de varios estudios que apoyan el papel de la MIS durante
esta fase del descenso indican lo siguiente: a) los modelos animales con
criptorquidismo abdominal tienen presentes los conductos de Muller (Josso y Tran,
1979; Hutson, 1987; Hutson y cols., 1990), b) en humanos con intersexo y en
ratones tratados con estradiol durante la gestacion, la posicidon de los testiculos
abdominales es proporcional al grado de retencién de los conductos de Miuller
(Scott, 1987; Hutson y cols., 1990; Abe y Hutson, 1994) y c) en los seres humanos
que presentan defectos en el gen de la MIS o su receptor (sindrome de
persistencia de los conductos de Muller), los testiculos se localizan en el abdomen
y el gubernaculo no presenta la fase de sobrecrecimiento (Hutson y cols., 1994).

También hay estudios que aportan argumentos en contra del papel de la
MIS en el sobrecrecimiento del gubernaculo; los resultados indican lo siguiente: a)
en estudios /in vitro la MIS de bovino no causa division mitdtica de los fibroblastos
gubernaculares de cerdo, lo que sugiere que la MIS no estimula el
sobrecrecimiento del gubernaculo (Fentener van Vlissinger y cols., 1988); b)
pacientes con persistencia de los conductos de Miiller presentan testiculos
abdominales, causados por |la persistencia de una conexién anatobmica del
testiculo con el conducto de Miller y no por la inhibicion del sobrecrecimiento del
gubernaculo (Guerrier y cols., 1989; Josso y cols., 1993); ¢) solo en algunos
pacientes con testiculos abdominales persisten los conductos de Muiller
(Hadziselimovic, 1983) y d) recientemente Bartlett y cols. (2002) mencionan que
los ratones transgénicos con deficiencia del gen que codifica para el receptor de la
MIS tienen afectado el desarrollo del masculo cremaster pero esto no influye en el
desarrollo del gubernaculo y en el descenso testicular del ratén.
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1.2.1.2. FACTOR ASOCIADO A LA INSULINA 3

El INSL3 también es conocido como insulina asociada a Leydig (Ley I-L) y
como factor asociado a la relaxina (RLF). Se ha demostrado criptorquidismo
bilateral en ratones macho con ausencia del factor asociado a la insulina 3
(INSL3), debido a un mal desarrolio del gubernaculo (Nef y Parada, 1999;
Zimmermann y cols.,1999). Zimmermman y cols.,(1999) crearon un ratén knockout
para el INSL3. Encontraron que las hembras mutantes eran fértiles y producian
crios de tamano normal, sin embargo todos los ratones machos knockout
presentaban testiculos criptorquidicos bilaterales, localizados en el abdomen. Los
testiculos y el tracto genital podian moverse libremente en la cavidad abdominal,
indicando una failta de pegado caudal. Empleando técnicas de microscopia
electronica e histologia, encontraron un mal desarrollo del gubernaculo en los
embriones de 17 dias de gestacion. Estos hallazgos claramente demostraron el
papel del factor INSL3 en el proceso del descenso testicular. Esta observacion y
el hecho de que el INSL3 no se expresa en el ovario durante los dias 8 a 17 de la
gestacion, apoyan el papel de este factor en el sobrecrecimiento y diferenciacion
del primordio gubernacular en ratones macho. La completa virilizacion de los
genitales externos y de los conductos de Wolff, asi como la ausencia de los
conductos derivados de Mdaller en los ratones, comprueban que la falla en el
desarrollo del gubernaculo no se relaciona con alteracion en los niveles de
androgenos y de la MIS durante el desarrollo fetal.

Recientemente se ha demostrado que el INSL3 se une y es activado por el
factor esteroidogénico 1 (SF1/Ad4BP) (Zimmermann y cols.,1998).

1.2.1.3. FACTOR ESTEROIDOGENICO 1

El factor esteroidogénico 1 (SF-1lAd4BP) fue inicialmente aislado y
caracterizado como un factor de transcripciéon expresado en una variedad tejidos
esteroidogénicos, incluyendo el testiculo y las glandulas adrenales que regula la
expresion de varias enzimas esteroidogénicas (Luo y cols., 1994; Nef y Parada,
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1999). Se ha encontrado una gran expresion de este factor en las células de
Leydig del testiculo y en las células de la teca y cuerpo luteo en el ovario (Majdic y
cols., 1997).

El papel del SF1 como un regulador clave esencial para la diferenciacién de
la génada, se sugirié a partir de estudios realizados en ratones transgénicos en los
que se inactivé al gen que codifica para el SF1 (Ftz-F1). Estos ratones al
nacimiento no presentan génadas ni glandulas adrenales (Luo y cols., 1994) y sus
genitales son femeninos. El examen histoldgico de éstos mostré anormalidades en
el desarrollo de la cresta gonadal, antes de la primera expresidon del RNAmM para
SF1 en el testiculo o el ovario (Hatano y cols., 1994).

E! sitio de union del SF1 ha sido identificado en enzimas, incluyendo la
P450c17, la P450scc y la aromatasa (Hutson y Donahoe, 1986; Grocock y cols.,
1988; Hutson y cols., 1990). Las dos primeras enzimas son esenciales para la
sintesis de andrégenos y la ultima para estrégenos, y en la subunidad alfa de
hormonas glicoprotéicas expresadas en las células gonadotropas de la hipdfisis
(Visser y cols., 1998).

1.2.1.4. LIGAMENTO SUSPENSOR CRANEAL

El ligamento suspensor craneal (LSC) es un cordén muscular. Tiene un
papel importante en la inervacion auténoma del ovario. Durante el desarrollo
temprano de los genitales, el primordio del LSC esta presente en ambos sexos de
la rata, cerdo, humano entre otros (Van der Schoot y Eiger 1996). En la rata el
dimorfismo sexual en el desarrollo del LSC ocurre a mediados de la gestacion y se
correlaciona con la posicion sexo especifica de las goénadas (Van der Schoot y
Elger, 1996). Se sugiere que la regresidon del LSC es importante pero no el efector
primario para el descenso transabdominal (Lee y Hutson, 1999).
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1.2.2. FACTORES QUE CONTROLAN LA SEGUNDA FASE DEL DESCENSO
TESTICULAR

1.2.2.1. PRESION ABDOMINAL

Durante la fase inguinoescrotal la presidbn abdominal facilita la salida del
testiculo al abdomen (Gier y Marion, 1969; Hadziselimovic y cols., 1979; Elder y
cols., 1982; Frey y cols., 1983; Frey y Rajfer, 1984; Quinlan y cols., 1988; Heyns y
Hutson, 1995). Probablemente la presion no se ejerce directamente sobre el
testiculo, sino sobre la tracciéon del gubernaculo (Hutson y cols., 1995). No se
conocen los factores que controlan la direccién de la migracion.

1.2.2.2. ANDROGENOS

Durante el descenso testicular inguinoescrotal, que en la rata se lleva a
cabo en etapas postnatales, el gubernaculo presenta involucién (Baumans y cols.,
1983; Wensing, 1986; Vander Schoot y Elder 1996; Cain y cols., 1995; Husmann y
Levy 1995), contraccién (Bramann y cols., 1884; Radhakrishnan y cols., 1979;
Raijfer, 1980; Elder y cols., 1982; Yamanaka y cols., 1993; Terada y cols., 1994),
proliferacion (Hrabovszky y cols., 2002) o migracién (Hutson y cols., 1997; Lam y
cols., 1998) permitiendo en cuaiquiera de estos casos, el desplazamiento del
testiculo y eversion del bulbo gubernacular. Se ha aceptado que esta fase
depende de los andrégenos (Hadziselimovic, 1983; Abney y Keel, 1989; Husmann
y Levy, 1995; Heyns y Hutson, 1995) y no se presenta en animales con deficiencia
experimental de esta hormona (Hutson, 1986; Grocock y cols., 1988;). En seres
humanos con completa resistencia a los andrégenos, el gubernaculo permanece
alargado y no ocurre este proceso (F\"adhakrishnan y Donahoe, 1981; Hutson y
Donahoe, 1986). También se ha demostrado que la regresion del gubernaculo se
bloquea al administrar, en etapas prenatales el antiandrogeno flutamida (Spencer
y cols., 1991; Shono y cols., 1994; Cain y cols., 1995; McMahon y cols., 1995).
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Actualimente no se ha definido si la accién de los andrégenos es directa o
indirecta sobre el gubernaculo, aunque se sabe que hay receptores para
androgenos en las células gubernaculares, tanto de la rata como del ser humano
(Oprins y cols., 1988; Husmann y McPhaul, 1991a; Bentvelsen y George, 1993;
Hosie y cols., 1999). La rata presenta una maxima expresion de éstos en los dias
15 a 18 de la gestacidn con un decrecimiento posterior (George y Peterson, 1988;
Husmann y McPhaul, 1991a). Se sugiere que las células mesenquimatosas
presentan mayor cantidad de receptores para andrégenos, que las fibras
musculares (Husmann y McPhaul, 1991a).

La posibilidad de que los andrégenos actien via indirecta, sobre el
gubernaculo, fue considerada por Beasley y Hutson en 1987 después de cortar el
nervio genitofemoral (NGF) de la rata neonata e impedir el descenso testicular
(Beasley y Hutson, 1987; Beasley y Hutson, 1988) (Fig. 3). Se ha sugerido que
este daro puede bloquear algun proceso que esta bajo control de los andrégenos,
suponiendo que éstos actuan via el NGF (Hutson y Beasley, 1987).

NGF
Guberniculo

i\
—

Figura 3. Esquema que muestra los estudios realizados por Beasley y Hutson en 1987. En
estos se seccioné al nervio genitofemoral (NGF) que inerva el gubernaculo y se inhibié el descenso
del testiculo (T). Tomado de Clarnette y cols., 1996.

La hipoétesis del NGF ha conducido a los investigadores a estudiar su
participacion en esta fase del descenso. Los estudios experimentales empleando
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antiandrégenos durante la fase en que se desarrollan diversos nucleos dimérficos
espinales (17 a 18 dias de gestacidn en la rata) demostraron bloqueo de la
migracion inguinoescrotal (Breedlove y Arnold, 1983).

71.2.2.3. Nervio genitofemoral y el nuacleo motor

Se ha demostrado en el ser humano que las lesiones en la region espinal
L1 a L2, sitio donde se localiza el nucleo del NGF, se puede asociar con
criptorquidia (Hutson y cols., 1988). Estudios experimentales empleando ratas con
seccion de la médula espinal al nacimiento, demuestran que el 39% de estas, no
presentan descenso testicular (Beasley y Hutson, 1987; Hutson y cols., 1988).

Utilizando técnicas de inmunocitoquimica se han identificado receptores
para androgenos en las células que componen al nucleo motor del NGF desde los
15 dias de la gestacién en la rata (Cain y cols., 1994) o en etapas postnatales
(Won y cols., 1998) sin embargo estos autores no trazaron la via del NGF por lo
que no se tiene la certeza de que este nucleo reaimente pertenezca al del NGF u
otro nucleo dimarfico. Por 1o tanto, se sugiere que el efecto de los androgenos
sobre el gubernacuio puede ser mediado por la médula espinal y que el NGF
puede inducir su contraccion.

El péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) se ha
identificado en las terminaciones nerviosas de uniones neuromusculares y se sabe
que aumenta !a contraccidn del musculo estriado (Tukami y cols., 1986) y
gubernacular (Park y Hutson, 1991; Momose y cols., 1992; Shono y cols., 1995).
También se han demostrado la existencia de los receptores para este péptido en
el gubernaculo de rata neonata (Yamanaka y cols., 1991; Terada y cols., 1994).

1.2.2.4. Nervio genitofemoral y el niucleo sensitivo del ganglio espinal dorsal

Recientemente los estudios realizados por Schwindt y cols., (1999)
mencionan que la cantidad de células inmunoreactivas al CGRP en el ndcleo
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motor es minima comparado con el nucleo sensitivo del ganglio espinal dorsal
(GED) del mismo NGF. Por lo tanto este autor propone al nucleo sensitivo dei
GED como el responsable de la produccion y liberacion del CGRP y con ello la
respuesta del masculo gubernacular para producir el descenso (Fig. 4).

Se ha comprobado que los andrégenos tienen un efecto masculinizante en
el nucleo sensitivo del GED del NGF ubicado en ia porcién espinal L1 a L2, mas
que en el nucleo motor como habia sido reportado (Schwindt y cols., 1999;
Hrabovszky y cols., 2000). Se ha demostrado en ratas Sprague-Dawiey un
dimorfismo sexual en este nucleo sensitivo del NGF, en cuanto al naumero de
cuerpos celulares e inmunoreactividad al CGRP (Hrabovszky y cols., 2000). La
administracion prenatal del antiandrégeno flutamida, causa una disminuciéon
significativa en el niUmero e inmunoreactividad al CGRP de células que conforman
al nucleo sensitivo del GED en ratas macho (Harabovszky y cols.,2000).

1.2.2.5. Péptido relacionado con el gen de la calcitonina

Se ha identificado al CGRP en el NGF de roedores neonatos (Larkins y
cols., 1991; Goh y cols., 1994). Este es un neuropéptido con estrecha homologia
con la calcitonina y se produce por un splicing alternativo de la transcripcion de su
RNA (Rosenfeld y cols., 1983).

Se han demostrado diferentes funciones de este péptido en el sistema
nervioso (Tache y cols., 1992). En nervios motores esta involucrado en la
regulacion de la sintesis de receptores de acetilcolina en el musculo esquelético
(New y Mudge, 1986). En el sistema auténomo tiene diferentes efectos como la
vasodilatacién periférica (Sigrist y co!s.. 1986; Manton y cols., 1988; Santicioli y
cols., 1998).

Se propone que la liberacidon del CGRP por parte del NGF puede ser un
proceso semejante a lo reportado para el nucleo del masculo bulbocavernoso.
Este nucleo es sexualmente dimorfico y la liberacion del CGRP es regulada por el
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transporte retrogrado de un factor soluble no identificado, proveniente del propio
musculo (Popper y cols., 1992).

Otros autores reportan receptores a CGRP localizados en el musculo
cremaster de la rata en desarrolio (Yamanaka y céls.. 1993) y probablemente este
péptido actia como un neurotransmisor neuromuscular (Popper y Micevych,
1989).

Nncl:o sensitivo
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Figura 4. Representacion esquematica de la inervacion proveniente de los nucleos motor y
sensitivo del nervio genitofemoral (NGF) a nivel espinal L1 a L2. Algunos autores ubican al péptido
retacionado con el gen de la calcitonina en la terminacion nerviosa.

1.3. ASPECTOS GENERALES DE LA CRIPTORQUIDIA

La criptorquidia, o testiculo no descendido, es una patologia que consiste
en una falla en el descenso testicular hacia el escroto. Esta patologia es comun y
de gran trascendencia en urologia pediatrica, debido a su frecuencia y a las
consecuencias que sobre la fertilidad se derivan de esta enfermedad.
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La incidencia en niftos es del 2.6% al nacimiento, cifra que se incrementa
en ninos prematuros hasta el 30%. La criptorquidia en gran medida desaparece
espontaneamente en ambas poblaciones, al 0.8% al afno de edad (Husmann y
Levy, 1995).

La temperatura en la que se encuentra el testiculo en posicion escrotal es
de 1.5 a 2.0°C menor que la temperatura corporal. Esta localizacién es esencial
para que se desarrolle una espermatogeénesis normal asi como una funcién
epididimal 6ptima (Campbell, 1959).

Con base a donde se localiza el testiculo, la criptorquidia se puede clasificar
de la siguiente manera: 1) abdominal, cuando el testiculo se localiza dentro del
canal inguinal interno; 2) canalicular, cuando esta en el canal inguinal, entre el
anillo inguinal interno y externo y 3) ectdpico, si se ubica fuera de la via normal del
descenso, usualmente superficial a la facia oblicua externa (Elder, 1988).

Los testiculos criptorquidicos tienen mucho mas riesgo de malignidad que
los normalmente descendidos. La probabilidad de que un paciente criptorquidico
desarrolle tumor testicular es de 7.3 a 9.7 veces mayor que la poblacion masculina
normal (Farrer y col., 1985; Whitaker, 1988; Hinman, 1993).

1.4. ETIOLOGIA.

El criptorquidismo puede ser causado por alguna anomalia que interrumpa
el descenso normal de los testiculos (Hutson y Beasley, 1987). Para que el
descenso se lleve a cabo es indispensable la participacion de factores hormonales
y anatomicos por lo que su etiologia es multifactorial.

Los testiculos abdominales comprenden solo del § al 10% de los casos de
criptorquidia. El testiculo no descendido es comunmente localizado cerca del anillo
inguinal. La causa mas comun es por defecto en la secrecion de andrégenos
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prenatales secundarios a la deficiencia de la estimulacion de gonadotropinas
hipofisiarias o baja produccion de gonadotropinas por la placenta (Hadziselimovic,
1983; Abney y Keel, 1989; Husmann y Levy, 1995). Las pruebas endocrinas de los
bebés recién nacidos con testiculo no descendido han mostrado anomalias
(Gendretl y cols., 1980; Job y cols., 1988; Yamanaka y cols., 1991). Solo durante
los primeros meses postnatales se presenta deficiencia en la produccién de
andrégenos (2 a 4 meses) o en la produccion de 1a MIS (4 a 12 meses) (Bakery
cols., 1990; Baker y Hutson, 1993; Josso y cols., 1993; Lee y Donahoe 1993). Sin
embargo la endocrinopatologia postnatal del testiculo no descendido es por
defecto primario en el testiculo o es producto de una degeneracion dependiente de

la temperatura.

Las patologias endocrinas como defecto en la sintesis de testosterona o
funcién de sus receptores, pueden causar criptorquidia (Hutson, 1986; Hutson y
Beasley, 1987; Guerrier y cols., 1989). El testiculo no descendido esta presente en
muchos sindromes. La microcefalia es un factor comun el cual se asocia a una
mala funcion hipotalamica o hipofisiaria (Hadziselimovic y cols., 1987). Las
anomalias mecanicas periféricas son también comunes y muchas tienden a una
compresion externa de la regidn inguinoescrotal (CooK y Stephens, 1988; Luthra y
cols., 1989; Fallat y cols., 1992). Las patologias urolégicas como el sindrome de
Prune-belly y valvulas uretrales posteriores tienen alta frecuencia de
criptorquidismo (Nunn y Stephens, 1961; Anderson y cols., 1979; Pagon y cols.,
1979; Moerman y cols., 1984; Beasley y cols., 1988;). Un mecanismo posible
incluye una masiva obstruccion del tracto urinario prenatal o defecto mesodermico.
Se han propuesto tres causas probables: alteracidn en la presion abdominal (Attah
y Hutson, 1993), dafo traumatico al gubernacuio y defecto hipotalamico (Kropp y
Voeller, 1981; Hutson y cols., 1988).

Por otro lado, altos niveles de ‘estrégenos maternos durante la gestacion
estan involucrados en la etiologia del criptorquidismo en humanos (Crosgrove y
cols., 1977; Depue y cols., 1983; Hadziselimovic y cols., 2000). Se ha considerado
que este esteroide inhiben la produccion de andrégenos por actuar directamente
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en las células de Leydig (Hadziselimovic y cols., 1986; Abney, 1999). Sin embrago
se ha sugerido que el criptorquidismo inducido por {a administracion de estradiol
es provocado por un bloqueo de la testosterona via el eje hipotalamo-hipéfisis-
testiculo (Nef y Parada, 1999). Recientemente se ha reportado un incremento en
la incidencia del criptorquidismo y se ha asociado a la exposicion de fetos varones
a niveles supranormales de estradiol ya que algunos contaminantes
medioambientales y productos naturales poseen actividad estrogénica (Toppari y
cols., 1996).

1.5. CRIPTORQUIDIA INDUCIDA EXPERIMENTALMENTE

Considerando que ta produccidon de andrégenos se puede alterar por una
accién directa o indirecta del estradiol sobre las células de Leydig. es l6gico
pensar que un incremento en los niveles de estrégenos maternos puede
interrumpir la funcion testicular y alterar la produccion de andrégenos que estan
involucrados en la fase inguinoescrotal del descenso testicular. Se han reportado
altos niveles de estradiol maternos durante la gestacion de nifos criptorquidicos e
incremento en la concentracién de esta hormona en el testiculo con criptorquidia
(Damber y Bergh, 1980; Hadziselimovic y cols., 2000).

Se conoce que la administracion de estradiol produce disminucidén del peso
testicular, alteracion en la esteroidogénesis, en las células de Leydig, Sertoli y
disminucion en el nimero de receptores a LLH (Samuels y cols., 1964; Bartke y
cols., 1977; Saez y cols., 1978; Murono y Payne, 1976; Sairam y Berman, 1979;
Brinkmann y cols., 1980; Kalla y cols., 1980; Melner y Abney, 1980; Perez y cols.,
1996; Perez y cols., 1997; Sharpe y cols., 1998; Atanassova y cols., 1999; Fisher y
cols., 1999) lo cual coincide con las alteraciones reportadas para la criptorquidia
(Lewis, 1948; Damber y cois., 1980; Bergh y cols., 1984a; Bergh y cols., 1984b;
Hovatta y cols., 1986). Basandonos en estos hallazgos nos preguntamos lo
siguiente: ¢ Qué eventos enddécrinos y celulares se presentan al administrar hCG
para inducir el descenso testicular en un modelo de criptorquidia experimental? y
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por ello en el presente trabajo se propuso un modelo de criptorquidia por la
administracién postnatal de estradiol (Rajfer y Walsh en 1977; Lein y cols., 1996).

3. HIPOTESIS

La administracion de hCG a ratas con criptorquidia induce un aumento en
los niveles de testosterona sérica. A su vez, la testosterona tiene un blanco directo
sobre los receptores para andrégenos en el gubernaculo e indirecto a través de los
nucleos motor y sensitivo del ganglio espinal dorsal del nervio genitofemoral para

inducir el descenso testicular .

2. OBJETIVO GENERAL

Estudiar algunos mecanismos celulares y endécrinos que participan en el
descenso testicular inducido por la Gonadotropina Coriénica humana en un
modelo de criptorquidia experimental en la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Cuantificar la testosterona circulante y correlacionar con el descenso testicular.
2.- Determinar la presencia de receptores para andrégenos (RA) en el
gubernaculo e identificar las células que los presentan.

3.- Estudiar los cambios morfoldgicos y ultraestructurales que se presentan en el
gubernaculo durante el descenso.

4.- Identificar la presencia de RA y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina en los nucleos motor y sensitivo del nervio genitofemoral.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1 INDUCCION DE LA CRIPTORQUIDIA

Se emplearon 100 ratas macho de la cepa Wistar de 3 dias postparto (DPP)
con libre acéeso al alimento y agua. La criptorquidia se les indujo de acuerdo a lo
reportado por Lein y cols., (1996) y consistid en los siguiente: se les administré
diariamente y durante 30 dias, inyecciones subcutaneas de 1ug de 17 estradiol
disuelto en 50ul de propilenglicol. Un total de 8 ratas tratadas con el estradiol
fueron sacrificadas a los 33 dpp y 500 : | de plasma sanguineo se tomo para la
determinacion de testosterona empleando el método de radioinmunoanalisis de
fase sodlida. El resto de los animales con criptorquidia fueron divididos en dos
grupos de 46 animales en cada uno. El grupo llamado crioptorquidico-hCG fue
tratado diariamente desde los 33 a los 43 dpp con inyecciones subcutaneas de 25
Ul/Kg de peso corporal de hCG (Sigma) en agua como vehiculo. El otro grupo fue
el criptorquidico-control, al cual se le administré unicamente agua.

Los animales se sacrificaron a los 5 y 10 dias después de la primera
administracién tanto de la hCG como del vehiculo; es decir a los 38 y 43 dpp. Se
obtuvo sangre para determinar los niveles de testosterona circulante. Los
gubernaculos se procesaron para estudiar los cambios ultraestructurales durante
el descenso y la determinacion inmunocitoquimica de los receptores para
androgenos (RA). A otro grupo de animales se les determind los RA y el CGRP
en el nacleo motor y sensitivo del ganglio espinal dorsal (GED) del NGF
empleando la técnica de inmunocitoquimica.

4.2. RADIOINMUNOANALISIS

Se colecté 1ml de sangre direi:tamente del ventriculo izquierdo y se
almacené en tubos Eppendorf de 1.5ml colocandose en hielo. Posteriormente se
centrifugaron a 3000 rpm a una temperatura de 4°C durante 10 minutos para
separar el plasma. Este fue almacenado a —80°C hasta su analisis. Los
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anticuerpos empleados fueron altamente especificos a la testosterona (Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles CA, USA) y se empled la técnica de
radioinmunoanalisis de fase sdélida (Matsumoto y Prins, 1998) (deteccién minima
de 0.04 ng testosterona/ml de plasma). El coeficiente de variacién intra e
interensayo fue de 6.5 y 10% respectivamente. La reaccidn cruzada con la
dihidrotestosterona fue de menos del 5%. EIl porcentaje de radioactividad se
interpolé en una curva estandar y se correlaciond con el trazador recobrado. El
analisis estadistico se realizé mediante la prueba de “t” para grupos
independientes a una p<0.05.

4.3. DETERMINACION DE LOS RECEPTORES PARA ANDROGENOS EN EL
GUBERNACULO

El gubernaculo completo y la prostata de un animal adulto que se empled
como control positivo de la técnica, se fijaron en paraformaldehido al 4% durante
20 minutos. Posteriormente se lavaron en PBS durante 15 minutos y se colocaron
en sacarosa al 30% durante 24hrs. Las muestras se congelaron y se realizaron
cortes longitudinales de 14 um de grosor. Los tejidos de los animales
criptorquidicos-hCG, criptorquidico-control y prostata se colocaron en portaobjetos
previamente cubiertos con poly-L-lisina. Las laminillas fueron secadas en una
camara al vacio durante 1hr. Se realizé una técnica de contraste con DAPI, por lo
que las laminillas se lavaron con la soluciéon de Hanks durante 10 minutos y se
incubaron con DAPI por el mismo tiempo. Finaimente se lavaron en agua
destilada. Se continud con la técnica de inmunocitoquimica y los cortes se lavaron
con PBS y se incubaron con tritén X-100 al 1% durante 10 minutos. Después se
enjuagaron con PBS y se les colocaron albumina bovina (BSA) al 1% en PBS
durante 2 hr, se incubaron con el anticuerpo primario policlonal de conejo contra el
RA (Santa Cruz, Biotechnology, INC) en una dilucién de 1:1000 en BSA durante
24hrs. Posteriormente se lavaron en PBS y se incubaron con el anticuerpo
secundario anticonejo conjugado con rodamina (SIGMA) en una dilucidn de 1:250
durante 1hr en BSA. Finalmente se lavaron y montaron con un medio para
fluorescencia (DAKO, Corporation) para su analisis.

s
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4.4. ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DEL GUBERNACULO

El gubernaculo in situ se fijé con la solucion de Karnovsky modificado
(Karnovsky, 1965) y se almacend en la misma solucidon durante 2 hrs.
Posteriormente se lavé con la solucion amortiguadora de cacodilatos 0.1 M, se
posfijé con tetroxido de osmio al 1% en buffer de Zetterqvist (Zetterqvist, 1956) y
se procesd para su inclusion en EPON.

Se realizaron cortes longitudinales de 1um de grosor, abarcando tanto el
ligamento como el bulbo en un ultramicrotomo, mismos que fueron tefnidos por
flotacion en azul de toluidina al 0.5%. El tejido se monté en portaobjetos y se
determind el area a evaluar al microscopio electronico que abarcara tanto el bulbo
como el ligamento. Posteriormente se realizaron cortes finos, 10s cuales se
montaron en rejillas de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo y nitrato de
plomo y se evaluaron al microscopio electrénico.

4.5. MARCAJE RETROGRADO DEL NERVIO GENITOFEMORAL CON FAST-
BLUE

Las ratas de 36 y 41 dpp de los grupos criptorquidico-hCG y criptorquidico-
control fueron anestesiados con Ketamina (35mg/Kg de peso, Imalgen 1000,
Merial, México). El peritoneo fue abierto por debajo de los vasos renales y el NGF
derecho e izquierdo fue identificado en el musculo psoas y seccionado dejando el
musculo intacto. Se colocé fast-blue (Sigma) en la terminacion final seccionada del
nervio. Posteriormente los intestinos fueron cuidadosamente colocados en su
lugar y el animal fue suturado. Después de 48 horas, tiempo requerido para el
transporte retrogrado del trazador, las ratas fueron anestesiadas y se realizé la
perfusion intracardiaca con 50ml de PBS, continuando con 200ml de
paraformaldehido al 4%.
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4.6. DETERMINACION DE RECEPTORES PARA ANDROGENOS Y EL PEPTIDO
RELACIONADO CON EL GEN DE LA CALCITONINA EN EL NUCLEO MOTOR Y
SENSITIVO DEL NERVIO GENITOFEMORAL

El cordén espinal y el ganglio espinal dorsal (nucleo sensitivo) de las regiones L1 a
L2 fueron seccionados y fijados durante 30 minutos en paraformaldehido al 4%.
Posteriormente fueron lavados en PBS y almacenados durante dos dias en la
misma solucién conteniendo sacarosa al 30% a 4°C. Se incluyeron en OCT
(Tissue Tek) y se congelaron. Se realizaron cortes seriados de 14 um de grosor y
se colocaron en portaobjetos previamente cubiertos con poly-L lisina. Se les
practico la técnica de inmunocitoquimica para determinar RA y CGRP tal y como
se describid para el gubernaculo. El anticuerpo primario contra CGRP fue
policlonal de cabra (Santa Cruz, Biotechnology, INC) y se empled en una dilucion
de 1:500 durante 24hrs y el anticuerpo secundario anticabra conjugado con
fluoresceina (SIGMA) se diluyd 1:200 incubandose durante 1hr. Se lavaron y
montaron los cortes. Las neuronas del NGF que expresaron RA y CGRP fueron
identificadas por colocalizacidn de rojo, verde y azul. Las células azules con o sin
RA y CGRP fueron contadas y analizadas estadisticamente empleando la prueba
de “t” para grupos independientes a una p<0.05.

5. RESULTADOS

El criptorquidismo fue exitosamente inducido en todos los animales después
de 30 dias de tratamiento con el estradiol (Fig. 1 A). En las ratas tratadas con
hCG, el descenso testicular se completdé en un maximo de 10 dias (Fig. 1 B);
mientras que en los animales criptorquidicos-control no se presento el descenso ni
el desarrollio de las bolsas escrotales (Fig. 1 C). Ambos grupos mostraron una

similar tasa de crecimiento.
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5.1. RADIOINMUNOANALISIS

Con respecto a la determinacién de la testosterona plasmatica, esta
hormona no se detectd en los animales criptorquidicos de 33 dpp. En las ratas con
hCG los niveles de testosterona se elevaron en proporcion al tiempo de
tratamiento, mientras que permanecieron no detectables en las ratas
criptorquidicas-controles (Fig.2).

5.2. RECEPTORES DE ANDROGENOS EN EL GUBERNACULO

Se observaron muchas células positivas al receptor de andrégenos (RA) en
el gubernaculo de ratas tratadas con la hCG comparado con el grupo
criptorquidico-control tanto a los 5 (38 dpp) como a los 10 dias (43 dpp) de iniciado
el tratamiento (Fig. 3 A, B). Algunas células positivas al RA fueron distribuidas en
el ligamento, pero principalmente estuvieron concentradas en el bulbo. Aunque no
se llevo a cabo un analisis cuantitativo, el numero de células positivas al RA en el
gubernaculo se observdé mayor a los 38 dpp comparado con los 43 dpp. Los RA se
localizaron en el nticleo de las células gubernaculares, asi como en las células
epiteliales de la prostata empleada como control positivo en este estudio.

Al contratenir todos l0s nucleos de las células del gubernaculo con DAPI, se
encontré que las células positivas al RA se localizaron, principalmente, en el tejido

conjuntivo entre las fibras musculares (Fig. 3 C).

5.3. ULTRAESTRUCTURA DEL GUBERNACULO

El estudio ultraestructural del gubernaculo mostré células similares a los 38
y 43 dpp en ambos grupos. En el igamento se observaron fibras de colagena y
abundante musculo liso con algunos-ﬁbroblastos (Fig. 4 A). El escaso numero de
células positivas al RA vistas al microscopio de luz probablemente corresponda a
fibroblastos dado que el tipo celular predominante en el ligamento son las células
de musculo liso. Por otro lado, en el bulbo se observaron muchos fibroblastos y
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fibras de musculo estriado (Fig. 4 B y 5 A). Los fibroblastos se encontraron en
regiones en donde predomind el tejido conjuntivo estrechamente unidos al
musculo estriado (Fig. 5 A). Considerando la cantidad y distribucion de nucleos
positivos al RA en el bulbo, parece probable que estas correspondan a fibroblastos
mas que a nucleos de musculo estriado.

Las células apoptéticas fueron escasas en el gubernaculo en regresion de
las ratas tratadas con hCG durante el descenso testicular. Unicamente en los
animales tratados con hCG de 38 dpp se observd un depé#ito de material
electrodenso en la matriz extracelular (5 B ), distribuido al azar en el tejido
conjuntivo, entre fibras de colagena y se localizaron cerca de elongados procesos
citoplasmicos de los fibroblastos (Fig. 6 A).

5.4. RECEPTOR PARA ANDROGENOS Y EL PEPTIDO RELACIONADO CON EL
GEN DE LA CALCITONINA EN EL NUCLEO MOTOR Y SENSITIVO DEL
NERVIO GENITOFEMORAL

La técnica de marcaje retréogrado a través del NGF con el fast-blue nos
permitié ubicar a las neuronas en color azul fluorescente en el ndcleo motor y
sensitivo del ganglio espinal dorsal (GED). Las motoneuronas marcadas fueron
localizadas en la lamina Vill de las astas ventrales del cordén espinal a nivel L1 a
L2 (Fig. 6 B). El RA se detectd en el nucleo de las motoneuronas (Fig. 7 A, B) y
en el nacleo de las células secretoras de |la préstata de las secciones adyacentes
empleadas como controles positivos. La tabla 1 resume los resultados
cuantitativos de las neuronas marcadas con azul que mostraron positividad a los
RA. A los 38 dpp el promedio de las neuronas marcadas con fast-blue tratadas
con hCG fue de 2801+9.7 de estas neuronas, 238+4.8 fueron positivas ala
inmunotincion con RA. Al dia 43 pp, ias neuronas marcadas con azul mostraron un
promedio de 272+5.0 con 21415.9 positivas al RA. El grupo criptorquidico-control
mostré un promedio de 266+6.9 células azules con 50+3.8 neuronas
inmunoreactivas contra el RA a los 38 dpp. A los 43 dpp, las neuronas marcadas

TESIS CON

FALLE DE ORIGEN |




29

con azul presentaron un promedio de 281+8.6 con 68+5.7 positivas al RA. El
namero total de motoneuronas que conforman al nucleo del NGF no presentéd
diferencias significativas (p>0.05) entre los grupos estudiados. Pero el niumero de
neuronas RA positivas fue significativamente mayor en el grupo criptorquidico-
hCG comparado con el control (p<0.05).

Finalmente, mientras varias neuronas fueron positivas al marcaje retrébgrado
con el fast-blue en el nucleo sensitivo estas fueron negativas a la inmunotincion

para el RA.

Por otro lado, algunas neuronas marcadas con fast-blue del nucleo motor
mostraron colocalizacion con el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) (Fig. 7 C, D). Los resuitados cuantitativos son resumidos en la tabla 2. En
el nacleo motor la media de neuronas marcadas con fast-blue en el grupo
criptorquidico-hCG fue de 252+7.8 de estas neuronas 10+2.7 mostré
inmunoreactividad at CGRP a los 38 dpp. A los 43 dpp el promedio de neuronas
teridas de azul fue 241+5.5 con 9+1.7 de neuronas positivas al CGRP. En el
grupo criptorquidico-control un promedio de 246+7.0 neuronas marcadas con fast-
blue con 44+4.1 de neuronas positivas al CGRP a los 38 dpp fueron observadas.
A los 43 dpp las neuronas marcadas con fast-blue fueron de 264+9.6 de estas
39+3.3 fueron positivas al CGRP. Comparando el numero de neuronas marcadas
con CGRP en el grupo criptorquidico-hCG con el grupo criptorquidico-control, se
encontré que el numero de neuronas positivas fue significativamente mayor en el

grupo control (p<0.05).

El promedio de las neuronas positivas al fast-blue en el nucleo sensitivo del
GED del NGF fue de 1449188.7. Entre estas neuronas, 114x12.8 fueron positivas
al CGRP en el grupo criptorquidico-hCG a los 38 dpp. A los 43 dpp la media de
neuronas marcadas con CGRP fue de 1630+51.4, de estas, 213+20.0 fueron
positivas a la inmunoreactividad al CGRP. Ninguna diferencia significativa fue
detectada entre los dos grupos (Fig. 7 E, F; Tabla 3). En el grupo criptorquidico-
control un promedio de 1523+35.4 neuronas fueron positivas al fast-blue con
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147+13.6 células con CGRP a los 38 dpp. A los 43 dpp un promedio de 1599+29.4
se marcaron con el fast-blue y de estas 196+24.6 células fueron positivas al
CGRP. Al comparar ambos grupos no se encontré diferencia significativa.

En resumen encontramos en los animales con la administracion de ta hCG,
a diferencia de los controles lo siguiente: a) colagena semidigerida y mucha
inmunoreactividad al RA en el gubernaculo; b) en el nucleo motor se encontré un
numero significativamente mayor de neuronas positivas al RA y disminucién en la
cantidad de neuronas positivas al CGRP. Finalmente en el nucleo sensitivo del
GED se observaron neuronas CGRP positivas y no se observé inmunoreactividad

al RA en los dos grupos estudiados.
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Figura 1.

A. Imagen en donde se compara la ubicacion de los testiculos en diferentes
animales. La primera imagen del lado izquierdo pertenece a una rata sana, en
donde es clara la presencia de los testiculos escrotados. En la siguiente rata
del grupo criptorquidico-hCG los testiculos se observan en posicidn escrotal.
La altima rata pertenece al grupo criptorquidico-control y no presentd el

descenso de los testiculos.

B. Amplificacion de la imagen de la rata tratada con hCG en donde se observa la
posicion escrotal de los testiculos y el desarrollo del escroto.

C. Imagen amplificada de la rata perteneciente al grupo criptorquidico-control, es
clara la ausencia de los testiculos escrotados asi como faita del desarrollo de

la bolsa escrotal.
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Figura 2. Niveles de testosterona plasmatica en los animales criptorquidicos con y
sin administracion de hCG a los 38 y 43 dpp. La hCG incrementé la produccién de
testosterona. Se grafica el promedio + el E.E. El analisis estadistico demostré
diferencia significativa entre los dos grupos estudiados de cada edad (* p<0.0S5).
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Figura 3.

A

Inmunofiluorescencia que detectd al receptor de androgenos en el grupo
control. Se observan pocas células positivas (flecha) al compararse con la
imagen siguiente (B). Aumento 20X.

Deteccién del receptor de androgenos por inmunofluorescencia en el grupo
tratado con la hCG en donde se muestran muchas células positivas (flecha).
Aumento 20X.

Las células en color rojo palido demuestran la colocalizacién del DAPI con la
inmunofluorescencia para el receptor de andrégenos (flecha abierta) y los
nucleos en azul pertenecen a las células marcadas con DAPI que no tienen al
receptor de androgenos (flecha cerrada). Es claro que los nucleos rojos se
ubican por afuera de las fibras de musculo estriado. Aumento 20X.
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Figura 4

A. Empleando la técnica de microscopia electrénica se pudo observar en el
ligamento de! gubernaculo los componentes tisulares de esta estructura.
Células de musculo liso (ML) y fibras de colagena (C). Aumento 2500 X. 2u

B. En el bulbo del gubernaculo observamos muchas fibras de colagena (C), fibras
de musculo estriado (ME) con sus caracteristicas bandas claras y obscuras y
fibroblastos estrechamente pegados a las fibras musculares (F). Aumento

2500 X. 2
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Figura §

A. Micrografia electronica en donde se observa en el bulbo del gubernaculo a
fibroblastos (F) en el tejido conjuntivo que rodea a las fibras de musculo
estriado (ME). Es probable que los receptores de androgenos se ubiquen en
estos fibroblastos. Se aprecia claramente la estrecha asociacion entre
fibroblastos y las células musculares. Aumento 1000 X. 51

B. Micrografia del bulbo gubernacular de un animal del grupo criptorquidico con
hCG en donde se observa material electrodenso (flecha) distribuido en la
matriz extracelular y cercano a un fibroblasto (F). Aumento 6000 X. 1Tpu
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Figura 6

A. Micrografia electrénica de un animal del grupo criptorquidico-hCG en donde se
observa un fibroblasto (F) con elongados procesos citoplasmicos (flecha)
asociados al material electrodenso (punta de flecha). Aumento 12000 X.
500nm.

B. Corte de meédula espinal a nivel L1 a L2 en donde se aprecia un conjunto de
neuronas marcadas con el fast-blue (color azul) y ubicadas en la famina VIlil de
las astas ventrales. Aumento 2.5 X.
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Figura 7

A,

D.

Nucleo motor del NGF de un animal del grupo criptorquidico-hCG. Se
observan neuronas tenidas por el fast-blue empleando como trazador
retrogrado. Aumento 20 X.

Las mismas neuronas de la figura A en donde se observa Iia
inmunofluorescencia para el receptor de androgenos. Aumento 20X.

Neuronas del nucleo motor de un animal del grupo criptorquidico-control
tenidas con el fast-blue mediante marcaje retrégrado. Aumento 20 X.

Se observan a las mismas neuronas de la imagen C con positividad al CGRP.
Algunas neuronas no marcadas con el fast-blue, es decir, no pertenecientes at
nucleo del NGF, fueron positivas al CGRP (flecha). Aumento 20 X.

Neuronas del nucleo sensitivo del ganglio espinal dorsal del NGF tedidas con
fast-blue mediante transporte retrégrado. Aumento 20 X.

Las mismas células de la figura A en donde se observan algunas neuronas
positivas a la inmunofluorescencia para CGRP. Aumento 20 X.
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TABLA 1. Numero de células del nucleo motor doblemente marcadas con fast-
blue y el anticuerpo contra el receptor de andrégenos

Criptorquidico-hCG Criptorquidico-control
38 dpp
Fast-blue 280+9.7 266+6.9
Receptor de 238+4.8* 50+3.8
andrégenos
43 dpp
Fast-blue 272+5.0 281+8.6
Receptor de 2141+5.9" 68+5.7
androgenos

Los valores se muestran como media + EE para seis animales en cada edad
* Diferencia significativa comparando con el grupo criptorquidico-control en cada
edad (p<0.05).

TABLA 2. Numero de células del nucleo motor doblemente marcadas con fast-
blue y el anticuerpo contra el CGRP

Criptorquidico-hCG Criptorquidico-control
38dpp
Fast-blue 252+7.8 246+7.0
CGRP 10+£2.7* 44+4 .1
: 43dpp
Fast-blue 241+5.5 264+9.6
CGRP 9+1.7* 39+3.3

Los valores son mostrados como media + EE por seis animales en cada edad.
* Diferencia significativa comparando con el grupo criptorquidico-control en cada
edad (p<0.05).
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TABLA 3. Numero de células del nucleo sensorial del ganglio espinal dorsal
doblemente marcadas con fast-blue y el anticuerpo contra CGRP

Criptorquidico-hCG Criptorquidico-control
38 dpp
Fast-blue 1449+88.7 1523+35.4
CGRP 114+12.8 147+13.6
43 dpp
Fast-blue 1630+51.4 1599+29 4
CGRP 213+20.0 196+24.6

Los valores se muestran como media tEE por seis animales en cada edad.

6. DISCUSION

Estos resultados confirman y extienden datos previos que indican que el
tratamiento con hCG aumenta los niveles de testosterona plasmatica e inducen el
descenso testicular de ratas con criptorquidia provocada por la administracién de
estradiol (Rajfer y Walsh, 1977; Spencer y cols., 1993; Vigueras y cols., 1999). Se
consideraba a la dihidrotestosterona (DHT), mas que a la testosterona, como la
responsable de inducir el descenso testicular (Hutson y Donahoe, 1986; Ragfer y
Walsh, 1977). Sin embargo, recientemente se demostré que la administracion de
un inhibidor de la 5K- reductasa (enzima responsable de la conversion de
testosterona a DHT) a ratas neonatas no impide el descenso de los testiculos
(Ngyuen et al., 1991). La participacion de la DHT es importante para el desarrollo
de |la bolsa escrotal.

Por otro lado la formacion, diferenciacién y los cambios morfolégicos que presenta
el gubernaculo son cruciales para un exitoso descenso testicular (Wensing, 1986;
Hrabovszky y cols., 2002). Su papel durante la fase inguinoescrotal se ha
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explicado, principalmente, por su capacidad de contracciéon (Bramann y cols.,
1884; Radhakrishnan y cols., 1979; Rajfer, 1980; Elder y cols., 1982; Yamanaka,
1993; Terada y cols., 1994), involucion (Baumans y cols., 1983; Wensing, 1986;
Cain y cols., 1995; Husmann y Levy, 1995; Vander Schoot y Elder, 1996),
proliferacion (Hrabovszky y cols., 2002) o migracion (Hutson y cols., 1997; Lam y
cols., 1998) provocados por los andrégenos (Elder y cols., 1982; Han y Choi,
1995). Inclusive se ha demostrado que se puede inducir, experimentalmente
criptorquidia en la rata, al administrar antiandrégenos prenatales y esta se corrige
con los andrégenos (Rajfer y Walsh, 1977; Habenicht y Newmann, 1983).

Se han demostrado receptores de androgenos (RA) en el gubernaculo,
principalmente en etapas embrionarias, y escasos después del nacimiento
(George y Peterson, 1988; Heyns y Pape, 1991; Husmann y McPhaul, 1991a).
Por el contrario, en el presente estudio se observaron muchas células positivas al
RA en el gubernaculo postnatal durante el descenso testicular inguinoescrotal
inducido por la hCG en las ratas criptorquidicas. La diferencia en el momento en
que se detectan los RA puede deberse a que, en el presente trabajo, aceleramos
el proceso del descenso testicular con la gonadotropina. Mientras que en el
presente estudio el descenso testicular inguinoescrotal tomé unicamente 10 dias,
en ratas normales se lleva 21 dias. Por lo tanto, un gran namero de células con
RA fueron estimuladas durante el tratamiento con la hCG. Si esta interpretacion es
correcta, los presentes resultados sugieren que se requieren de mas células
positivas al RA para llevar al cabo el mismo proceso en un periodo de tiempo mas
corto. En el grupo control se observaron pocas células positivas al RA a pesar de
que no se detectd testosterona plasmatica. Esto puede explicarse por los trabajos
realizados en utero de rata en donde demuestran que la administracion de
estradiol induce una ligera expresion de los RA (Weihua y cols., 2002).

Husmann y Mc Phau! (1991a) mencionan a las células mesenquimatosas
del gubernaculo como las portadoras de los RA, pero sus resuitados fueron
ambiguos debido a la poca resolucion de su técnica de inmunocitoquimica. En el
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presente trabajo al contratenir con DAPI, que tifie indistintamente el nticleo de
todas las células, determinamos que las células inmunoreactivas al RA en el
gubernaculo se ubicaron entre las fibras musculares, correspondiendo,
principalmente, a fibroblastos; tal y como lo observamos al microscopio
electronico. Aunque no se descarta la posibilidad de que la testosterona induzca la
contraccion del musculo gubernacular a través de un mecanismo no genémico

(Estrada y cols., 2000).

En el presente trabajo, el gubernaculo mostré abundantes fibras de
musculo estriado y liso en el buibo y ligamento, respectivamente. La presencia de
este tejido sugiere su probable participacion en la contraccidon muscular durante el
descenso testicular. Sin embargo, el efecto de los andrégenos para inducir los
cambios morfoldgico y/o funcionales en el gubernaculo, parece ser mediado a
través de las células del tejido conjuntivo.

Los estudios hechos con otras especies sugieren que el descenso testicular
ocurre por un proceso de regresion del tejido conjuntivo del gubernaculo
(Baumans y cols., 1983; Wensing, 1986; Cain y cols., 1995; Husmann y Levy,
1995). Los resultados del presente trabajo demuestran que e! descenso testicular
tiene lugar sin muerte celular masiva, ya que las células apoptoticas fueron
escasas durante el descenso testicular inducido por la hCG.

Se sabe que los fibroblastos secretan metaloproteasas para digerir las
macromoléculas de la matriz extracelular (Could y cols., 1999; Okada y cols.,
1990), por lo que es posible especular que el material amorfo de la matriz
intercelular que observamos con el microscopio electronico corresponda a
colagena y mucopolisacaridos en proceso de digestion por enzimas secretadas
por fibroblastos RA positivos. Esta posibilidad es apoyada por otros trabajos que
demuestran una alta actividad de la fosfatasa acida en el gubernaculo durante el
descenso testicular (Baumans y cols., 1981). Husmann y Levy (1995) proponen a
los andrégenos como los responsables de alterar la viscoelasticidad dei
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gubernaculo, reduciendo su turgencia y jalando al testiculo hacia el escroto. En
ausencia de andrégenos, el gubernaculo se hace rigido, evitando el descenso.
Finalmente, el hecho de encontrar a los RA en el nucleo de las células del tejido
conjuntivo y no en las fibras musculares nos permite proponer que la accién de la
testosterona es mediada por los fibroblastos RA positivos para cambiar las
condiciones de la matriz intercelular favoreciendo la contraccidn del musculo

gubernacular.

Aunque se han reportado gran cantidad de células mesenquimatosas en el
gubernaculo de la rata durante la gestacion (Fujikake y cols., 1989), nosotros solo
ocasionalmente observamos este tipo celular después del nacimiento. Este
hallazgo sugiere que las células mesenquimatosas presentes en el gubernaculo
fetal se diferencian a fibroblastos, musculo liso o estriado al finalizar la gestacidon o
después del nacimiento. Hrabovszky y cols., (2002) proponen que durante el
descenso testicular inguinoescrotal el mesenquima del bulbo se diferencia en
ceélulas de musculo estriado promoviendo la elongacion del saco cremastéricoy la
disminucion en la cantidad del tejido mesenquimatoso causa la involucion del
gubernaculo.

Por otro lado Beasley y Hutson (1987) al estudiar ratas recién nacidas y
seccionariles el nervio genitofemoral (NGF), observaron que el descenso testicular
no se llevé a cabo, por lo que propusieron que los androgenos podian estar
actuando via nerviosa. El NGF inerva al musculo cremaster y al gubernaculo en
vida fetal y perinatal. Las neuronas del NGF se localizan a nivel espinalde laL1 a
la L 2. El niumero y tamanfo de las células que conforman a estos nucleos es
dimorfica (Kojima y Sano, 1984; Nagy y Senba, 1985; Han y Choi, 1995). En ratas
macho el nimero de motoneuronas se altera por la administracion de
antiandrégenos (Han y Choi, 1995).

Aunque Beasley y Hutson (1988) sugieren que las motoneuronas del NGF
pueden responder directamente a la testosterona e inducir el descenso testicular,
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por la liberacion de algun neuropéptido, la identidad y la localizacién de las células
que presentan RA en este nucleo es aun controvertido. Nuestros resuitados
demostraron que la cantidad total de células que conforman al nucleo motor del
NGF en los dos grupos estudiados no presenta diferencia significativa; por lo que
los andrégenos no influyen en el tamano de este nucleo. Barthold y cols. (1994)
demostraron que los andrégenos no tienen efecto sobre el tamano del nucleo del
NGF ya que al estudiar ratas macho insensibles a los andrégenos y compararias
con ratas sanas no mostraron diferencias en el tamafio. También Spencer y cols.,
(1996) no encontraron diferencias significativas en el namero de neuronas que
conforman a este mismo nucleo en animales sanos y tratados prenatalmente con
el antiandrégeno flutamida.

La cantidad de células inmunoreactivas al RA en el nlicleo motor det NGF
durante el descenso testicular inguinoescrotal fue significativamente mayor en el
grupo criptorquidicos-hCG comparado con su control y esto probablemente
contribuy6 en el descenso de los testiculos en los animales tratados con la
gonadotropina. Se ha reportado que el nUmero de motoneuronas que expresan
los RA en el nucleo del NGF incrementa desde el dia 15 de la gestacidon y hasta el
nacimiento (Cain y cols., 1994). Ademas otro grupo de investigadores al estudiar
el mismo nucleo, concluyeron que la cantidad de neuronas positivas a los RA se
mantiene desde el nacimiento hasta el dia 30 postnatal (Won y cols., 1998).
Desafortunadamente ninguno de estos autores trazo la via del NGF y no tenemos
la certeza de que los nucleos evaluados correspondan al del nucleo del NGF.

Los presentes resultados muestran una correlacion entre altos niveles de
testosterona y el incremento en niumero de motoneuronas del NGF que expresan
RA en los animales criptorquidicos-hCG durante el descenso testicular. Estos
resultados apoyan la hipotesis de que el nucleo motor del NGF juega un papel
importante en el descenso testicular.

Por otro lado existe bastante evidencia que apoya el papel del CGRP para
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inducir el descenso testicular, ya que se sabe que este péptido aumenta la
contraccion del musculo estriado (Tukami y cols., 1986) y gubernacular (Park y
Hutson, 1991; Momose y cols., 1992; Terada y cols., 1994; Shono y cols., 1995;
Spencer y cols., 1996). También se han demostrado los receptores para este
péptido en el gubernaculo de rata neonata (Yamanaka y cols., 1991; Yamanaka y
cols., 1993; Terada y cols., 1994; Lam y cols., 1998). Pero la cantidad de
motoneuronas CGRP positivas no sobrepasa un 2% de! total de neuronas del
nucleo motor en ratas durante el descenso inguinoescrotal (Newton y cols., 1990;
Schwindt y cols., 1999). Por tal motivo Schwindt y cols., (1999) estudiaron el
nucleo sensitivo del ganglio espinal dorsal (GED) del NGF y encontraron que este
presenta una gran cantidad de células positivas al CGRP. Posteriormente
Hrabovszky y cols., (2001) ampliaron el estudio y determinaron un dimorfismo
sexual con respecto al numero de neuronas CGRP positivas. También
encontraron que al administrar un antiandrégeno a ratas macho se reduce el
namero de neuronas inmunoreactivas al CGRP en el nGcleo sensitivo del GED a
valores similares a las hembras (Hrabovszky y cols., 2000).

En este estudio confirmamos que las neuronas del nucleo motor que
expresan el CGRP son escasas como habia sido reportado por otros autores
(Newton y cols., 1990; Barthold y cols., 1994; Schwindty cols., 1999). Las
neuronas del NGF teniidas con el anticuerpo contra el CGRP fueron encontradas
principalmente en el nucleo sensitivo delt GED, aunque en este nucleo no
encontramos células RA positivas.

Es interesante mencionar que, las ratas tratadas con hCG tuvieron un
numero significativamente bajo de motoneuronas CGRP positivas comparadas
con los controles no tratados. Contrario a esto Goh y cols. (1984) han propuesto
que la testosterona estimula la producciéon de CGRP en motoneuronas del NGF.
Este grupo de investigadores al administrar flutamida a ratas gestantes y
examinarias a los 7 dpp, encontraron una disminucién significativa en el numero
de neuronas motoras positivas al CGRP. Los resultados de Goh y cols. también
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se contradicen con el alto numero de células CGRP positivas encontradas en
nucleos motores sexualimente dimérficos de ratas castradas o con administracién
de flutamida (Popper y Micevych, 1989; Shono y cols., 1995). Una explicacién
para estos resultados, aparentemente contradictorios, pudiera ser que existe una
diferente regulacion de fa testosterona en las motoneuronas dependiente de la

edad.

Por otra parte, nosotros no encontramos una disminucién en el numero de
neuronas del nucleo sensitivo positivas al CGRP en los animales controles
comparados con los tratados con la hCG. Aunque se tienen reportes de una
disminucion en el numero de células con CGRP en el nucleo sensitivo de
animales con administracion de antiandrégenos (Hrabovsky y cols, 2000). Esta
diferencia pudo deberse a que los antiandrégenos empleados por Hrabovsky y
cols. fueron administrados en etapas prenatales cuando ocurre el proceso de
masculinizacion de nucleos dimérficos. En cambio el modelo de criptorquidia por
administracién postnatal de estradiol de nuestro estudio, permitioé la
masculinizacion prenatal de los nucleos dimdrficos, incluyendo probablemente los

del NGF.

Es probable que el CGRP liberado por el NGF regule sus propios
receptores en el gubernaculo (Yamanaka y cols. 1993). Esta hipotesis se apoya en
los estudios hechos en ratas con criptorquidia congénita, las cuales se
caracterizan por un reducido numero de receptores a CGRP y poca respuesta al
estimulo con CGRP en el gubernaculo (Goh y cols., 1993; Terada y cols., 1995) y
al seccionarles el NGF se incrementan los receptores a CGRP en el gubernaculo.

(Terada y cols., 1995).

Considerando que el nucleo sensitivo no posee los RA, pero si el nucleo
motor, sugerimos que las motoneuronas regulan la secrecidn del CGRP por parte
del nuacleo sensitivo y/o los receptores para el CGRP en el propio gubernaculo.
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Por lo tanto se propone que los niveles elevados de testosterona inducen el
descenso testicular por actuar tanto directa como indirectamente sobre el
gubernaculo:

Directa: la presencia de fibroblastos inmunoreactivos al RA en el
gubernaculo sugiere su participacion en la involucion del tejido conjuntivo y la
contraccion del musculo gubernacular.

Indirecta: la testosterona actua sobre las motoneuronas del NGF. Estas
células a su vez, posiblemente, modulan la liberacién de CGRP de las neuronas
del nucleo sensitivo o regulan el numero de receptores a CGRP en el gubernaculo.

7. CONCLUSION

Los niveles elevados de testosterona inducen el descenso testicular por actuar
tanto directamente a través de los fibroblastos inmunoreactivos al RA en el
gubernaculo como indirectamente mediante las motoneuronas positivas al RA en
el nacleo motor del NGF. La positividad al CGRP en el nucleo sensitivo confirma

su participacion durante el descenso.
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Background. Low levels of  circulating testosterone during testis descent cause
cryptorchidism in humans and rats. Treatment with human chorionic gonadotrophin (hCG)
induces testis descent by stimulating production of testosterone (T). Neurons of
genitofemoral nerve (GFN), which innervate testicular gubernaculum, may play a role in
testis descent.

Methods. In the current study, putative correlations were made between T and GFN motor
and sensory neuron activity during inguinoscrotal testis descent. Cryptorchidism was
provoked in prepuberal rats with estradiol. Rats with testicular descent induced with hCG
and cryptorchid controls were used. Cells of spinal cord and dorsal root ganglia were
labeled by retrograde staining with fast-blue. Expression of androgen receptor (AR) and
calcitonin gene-related peptide (CGRP) were detected with indirect immunofluorescence.
Resulrs. Neurons jabeled with fast-blue were found in the center of motor horn and dorsal
root ganglia at levels L1 and L2. While number of motor neurons expressing AR was
significantly higher in the group treated with hCG, number expressing CGRP was higher
in controls. In dorsal root ganglion, number of cells immunostained with CGRP antibody
was similar in both groups but AR was not detected.

Conclusions. Present results support the hypothesis that motor nucleus of the GFN is a
direct target of testosterone and that regulation of CGRP in sensory nucleus may be
© 2003 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.

involved in testicular descent.

Kexy Words: Cryptorchid, Testicular descent, hCG. CGRP. Androgen receptor.

Introduction

Cryptorchidism, the failure of testes to descend into scrotum,
affects approximately 3% of newborn human males.: The
standard form of therapy is surgical orclnopexy. but  hor-
monal therapy with human chorionic gonadotropm (hCG)

is also used. The basis for this treatment is stimulation of

Leydig cells with hCG to raise level of ci culatmﬂ lestoster-
one necessary for testis descent (1).° :
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Testes descent occurs in two phases: transabdominal and
inguinoscrotal (2). In fetal rats, transabdominal phase occurs
at 16—-19 days postcoitum. During this phase, testes move
from urogenital region to an inguinal position. Thereafter,
inguinoscrotal phase takes place at approximately the third
week after birth when testes are carried out from abdominal
cavity into scrotum. Testes descent is controtled by the ins/-3
gene (3.4), Millerian inhibiting substance (5), and steroid
androgens (6-9).

High maternal levels of estrogens during pregnancy are
involved in human cryptorchidism etiology (10-12). In cases
of cryptorchidism, it is generally agreed that estrogens inhibit
androgen production by acting directly on Leydig cells
(7.13). However. in prepuberal rats treated with estradiol
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(E2) it was suggested that cryptorchidism provoked by
blockage of testosterone (T) may also activate hypothalamic-
pituitary-gonad axis (14). ’ ' .

During inguinoscrotal phase of testis descent, androgen
receptors (AR) were detected in motor nucleus of genito-
femoral nerve (GFN) (15,16). It has been suggested that
inguinoscrotal descent might be modulated by GFN that
innervates gubernaculum via release of calcitonin gene-
related peptide (CGRP). This factor was localized in sensory
nuclcus of dorsal root ganglia (DRG) (17~-19). Experiments
in vitro showed that CGRP elicits rhythmic contractions of
testicular gubernaculums, suggesting that CGRP may play
a role in the process of inguinoscrotal descent in vivo (20—
22). In addition, it was suggested that gubernacular motility
may be controlled by CGRP because timing at which CGRP
receptors are produced corresponds to the period of inguino-
scrotal migration of gubernaculum (23). However, direct
correlation between levels of circulating androgens and ac-
tivity of GFN motor and sensory neurons during inguino-
scrotal testes descent is not yet clear.

Because it is well established that blockage of inguino-
scrotal testis descent by estradiol (E2) in rats can be reverted
by treatment with hCG (24-26), this model offers the possi-
bility of obtaining insights into the role played by ncural
system during testis descent. The aim of the present study
was to determine levels of circulating testosterone and to
identify motor and sensory neurons of GFN expressing AR
and CGRP during testicular descent in cryptorchid rats
treated with and without hCG.

Materials and Methods

Animals. All animals were treated in accordance with ethical
principles and regulations specified by the Animal Care and
Use Comimitiee of our institution and the standards of the
National Institutes of Health of Mexico (Mexicana-NOM-
062-Z00-1999: Technical specifications for production,
care, and use of laboratory animals. D.O.F. 22-VIII-2001).
Cryptorchidism was induced in Wistar rats treated daily for
30 days with subcutaneous (s.c.) injections of 1.0 ug 17-B
estradiol (E2) (Sigma, Mexico City) in 50 uL of propylene
glycol. Treatment began at day 3 postpartum (dpp) according
to Lein et al. (14). Thereafter, seven E2-treated rats were
killed at 33 dpp and 1.0 mL of blood plasma was taken for
radioimmunoassay (RIA). Remaining cryptorchid rats werc
divided into two groups of 24 animals each. The group
denominated cryptorchid-hCG was treated daily from 33 to
43 dpp with s.c. injections of 25 1U/kg body weight of hCG
(Sigma, Mexico) in H>0 as vehicle. The remaining group
was cryptorchid control treated solely with H-O. In each
aroup, 12 animals were used tor AR detection and the addi-
tional 12 were vsed for CGRP detection. In each of the latter
zroups, six rats were at 38 dpp and six at 43 dpp.

Radioi very of i rone. Samples of blood plasma
of both rat groups were collected at 38 and 43 dpp and
radioimmunoassay of testosterone (T) was performed using
a kit from Diagnostic Products Corp. (Los Angeles, CA,
USA). This assay detects >0.04 ng testosterone/mbL plasma.
Cross-reactivity with dihydrotestostecrone was <<5% with
intra- and intcrassay coeflicients of wvaribility of 6.5 and
10%, respectively. Statistical analysis was made by one-way
analysis of variance (ANOVA) and p values <<0.05 were
accepted as significant.

Rerrograde fast-blue labeling. Rats were ancsthetized with
ketamine (35 mg/kg body weight, Imalgen 1000, Merial,
Mexico) at 36 and 41 dpp. Peritoncum was inciscd inferior
to left renal vessels and left and right GFN were identified
on psoas muscle and transected, using care to leave the muscle
intact. Crystals of fost-blue (Sigma, Mexico) were placed
on sectioned end of GFN, and peritoncum and bowel were
carefully replaced in their original positions (27). After
48 h. rats were anesthetized and transcardiac perfusion was
performed with 50 mL of PBS followed by 100 mL of
4% paraformaldehyde. Spinal cord and DRG regions L1 to
L2 were removed and fixed for 30 min in paraformaldehyde.
After washing in PBS, saumples werce stored for 2 days in
PBS containing 30% sucrose at 4°C. embedded in OCT
medium (Tissue-Tek, Sakura Finetck, San Francisco, CA,
USA). and frozen at —70°C (dry ice-hexane). Serial sections
of 15-m thickness cach were taken with cryomicrotome,
placed on slides coated with poly-L-lysine (Sigma, Mexico),
and air dried.

Immunocytochemisiry. Sections with blue fluorescent cells
in spinal cord and DRG werce treated with 1% Triton X-100
for 10 min, blocked with 1% bovine serum albumin (BSA)in
PBS for 2 h, and incubated overnight with rabbit-polyclonal
antibody against androgen receptor (AR) (Santa Cruz Bio-
technology. Inc., Santa Cruz, CA, USA) diluted 1:1000 in
BSA. After rinsing with PBS, sections were incubated in anti-
rabbit 1gG conjugated with rhodamine (Sigma, Mexico)
diluted 1:250 with BSA, washed in PBS, and embedded
in DAKO fiuorescent mounting medium (DAKO Corp., San
Francisco, CA, USA). GFN neurons expressing AR werc
identified by co-localization of red and blue fluorescence.
Blue cells with or without AR were counted and statistically
analyzed using ANOVA, considering p <<0.05 as significant.
Prostate sections were used as positive controls for AR anti-
body specificity; ncgative controls were incubated without
primary antibody. For immunocytochemical staining of CGRP.
goat polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
diluted 1:500 in BSA .was used. Fluorescein-rabbit anti-goat
12G (Sigma) diluted 1:250 in BSA was secondary antibody.

Results

All estradiol-treated rats were cryptorchid at 33 dpp.
Testicular descent was induced by 10-day treatment with
hCG in all cryptorchid rats. while testicular descent did not
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Figure 1. Plasma levels of testosterone in cryptorchid rats compared to
rats treated with human chorionic gonadotrophin (hCG) and control group-
*Significant difference.

occur in control rats. Plasma testosterone was undetectable
in all E2-treated cryptorchid rats at 33 dpp, whereas in
the group treated with hCG, levels of testosterone clearly
increased from 2.2 * 0.3 to 3.3 = 0.4 atdays 38 and 43 dpp.
respectively. In control group, testosterone levels remained
undetectable (Figure 1).

Retrograde traveling of fast-blue through GFN produced
blue fluorescent labeling in several neurons of motor nucleus
and DRG. Blue fluorescent motoneurons were localized in
the center of motor horn of spinal cord at level L1-L2
(Figures 2A and B). Cells labeled with fast-blue were not
found in sensory horns. Androgen receptor was detected
within nucleus of motoneurons (Figure 2C) and in nucleus
of secretory epithelial cells of prostate gland in adjacent
sections used as positive control (not shown).

Table 1 summarizes quantitative results of fast-blue-
labeled neurons with and without AR. At 38 dpp, average of

ained cells

and right motor horns Girrows). B: Fast-blue-s
(AR) on same section shown in Figure 183, Nuclei of three 1

bR
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fast-blue-labeled neurons treated with hCG was 280 = 9.7,
Of these neurons, 238 == 4.8 were positive to AR immuno-
staining. At day 43 dpp, fast-blue-labeled neurons showed
average of 272 = 5.0 with 214 = 5.9 AR positive. Cryptor-
chid control group showed average of 266 * 6.9 fast-blue-
labeled necurons with 50 = 3.8 ncurons immunostained with
antibody against AR at 38 dpp. At 43 dpp, fast-blue-labeled
neurons presented average of 281 * 8.6 with 68 = 5.7AR
positive. Difference of immunostain with' AR between
the two groups was significant at the two ages (p <0.05).
Finally. while several ncurons were also positive to retro-
grade staining of fast-blue in DRG, they were negative to
AR immunostaining.

On the other hand, some fast-biue-labeled neurons of
motor nucleus showed colocalization with CGRP immuno-
staining (Figures 3A and B); quantitative results are summa-
rized in Table 1. In motor nucleus, mean of fast-blue-labeled
neurons in cryptorchid-hCG group was 252 = 7.8: of these
neurons, 10 = 2.7 showed positive immunostaining to
CGRP at 38 dpp. At 43 dpp, average ot fast-blue-stained
neurons was 241 = 5.5 with 9 = 1.7 CGRP positive neu-
rons. In cryptorchid control group, average of 246 *= 7.0
fast-blue-labeled neurons with 44 = 4.1 CGRP-positive neu-
rons at 38 dpp was observed. At 43 dpp, fast-blue-labeled
neurons were 264 *= 9.6: of these, 39 * 3.3 werc CGRP-
positive. Comparing number of CGRP-labeled neurons in
cryptorchid hCG with cryptorchid control, it was found that
number of CGRP-positive neurons was significantly higher
in control group (p <<0.05).

Statistical analysis of positive fast-blue neurons within
DRG of GFN was 1449 * 88.7. Among these neurons,
114 — 12.8 were positive 1o CGRP in cryptorchid hCG
group at 38 dpp. At 43 dpp, average was 1,630 = 51.4 with
213 = 20.0 of CGRP-labeled neurons. In cryptorchid control
group. mean of 1,523 == 35.4 fast-blue-positive neurons with
mean of 147 = 13.6 CGRP cells at 38 dpp were quantified.

re 2. A: Cross-section of spinal cord at L2 level showing groups of cells retrograde-labeled with fluorescent tast-blue. Cells appear distributed in both
v the center of motor horn. C: Indirect i 'y i
ast-blue neurons show AR tarrows). Magnitication x20.
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e 1. Number of cells of motor nucleus double-labeled with

Tuble 2. Number of cells of sensory nuulcu\ ol dorsal root ganglia

fast-blue and i y i androgen receptor and CGRI? louble-labeled with fast-blue antibody CGRP

Group R : . Cryptorchid hCG Cryptorchid control Groups Cryptorchid hCG Crypiorchid control

38 dpp L - . . 38 dpp R
Fast-blue 280 = 9.7 266 * 6.9 Fast-blue 1,449 * 88.7 1,523 = 354
Androgen rcccpwr 50 = 3.8 CGRP 114 = 128 . (147 =13.6

i F.lsl-bluc 246 = 7.0 43 dpp N PR I

CGRP 44 = 4. Fast-blue 1630 =514 0 7 il 10599 =204

43 dpp . CGRP 213 = 20.0 196 = 24.6
Fast-blue = 281 = 8.6 g -

~“Androgen’ receptor 68 = 5.7 Values are shown as mean = standard error (SE) for six animals at each age.
Fust-blue . 264 £ 9.6

z. =39 %33

tandard error (SE) for six animals at cach age.
th eryptorchid control in each age

1,599 ‘= 294 of lhesc 96°%'24.6 "cells ' were pasmve to
CGRP lmmunostamlng. ‘No sxgmf‘cant differences were de-
tected between the two groups (Table 2) (Figures 3C and D).

Discussion

Current results confirmed that treatment with hCG raised
level of serum testosterone and induced testes descent in

. n.xpc«.uvdy B and D corresy w cul
CGRUP in the sume section shown in A and C. Some blue
to CGRP staining farrows). Magaification x20,

E2-induced cryptorchid rats (24-26). It was suggested that
testis descent induced by hCG treatment may be due to

_stimulation of neurons of sensitive and motor nucleus of

GFN. Signals from these neurons may reach gubernaculum
innervated by GFN and lead to testes descent (20-22).

Present results support the hypothesis that GFN plays an
important role in testicular descent by demonstrating that
there is significant increase in number of AR-positive moto-
neurons of GFN in hCG-treated rats undergoing testicular
descent compared with their cryptorchid controls, Although
Beasley and Hutson (28) suggested that motoncurons of
GFN may respond directly to testosterone and induce testicu-
lar descent. identity and location of GNF ncurons expressing
AR and CGRP remained controversial. While Cain et al.
(15) using immunocytochemical staining found that number
of motoneurons expressing AR increased from gestational
day 15 through birth, Han ct al. (16) reported that number
of ncurons expressing AR increased from birth to day 30.
However, neither attempted to identify whether neurons
expressing AR actually pertained to GFN.

Barthold et al. (29) claimed that androgens had no effect
on GFN nucleus because this formation was of similar size in
both cryptorchid androgen-insensitive and normal male rats.
In contrast. present results showed corrclation between high
levels of testosterone and increase in number of motoneurons
of GFN expressing AR. Furthermore, because neurons ex-
pressing AR were not found in dorsal sensory nucleus of
GFN, results suggested that T may act directly on AR-
positive motoneurons and that they in turn regulated activity
of sensitive nucleus.

In the current study we confirmed that neurons expressing
CGRP were rare within motor nucleus (17,29,30). GFN
neurons stained with antibody against CGRP were found
mainly within DRG. Interestingly, rats treated with hCG
undergoing testicular descent had a significanuly lower
number of neurons expressing CGRP than untreated con-
trols. Goh etal. (27) reported a significant decrease in CGRP-
positive motoneurons prenatally treated with flutamide and
examined at 7 dpp. consistent with their suggestion that
testosterone stimulated CGRP production in motoncurons
ot GFN. However, this idea is in conflict with increased
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levels of CGRP in sexually dimorphic nuclei found in cas-
trated and flutamide-treated rats reported by other groups
(31,32) and with scant CGRP-positive motoncurons found
in hCG-treated rats in the present study. An explanation
for these conflicting findings may be different regulation of
CGRP in motoncurons at different ages.

In mutant cryptorchid rats (TS), CGRP rcceptors were
diminished and gubernaculum became resistant to exog-
enous CGRP (22,33). After sectioning GFN, CGRP recep-
tors increased in gubernaculum together with contractile
response (33). Morcover, it was found that prenatal anti-
androgen treatment significantly decreased number of CGRP
cells in DRG (18). Although in this study presence of AR
in DRG was not attempted, present results suggested that
the major source of CGRP were cells within DRG of GFN.
Current result revealed fewer CGRP-positive cells in rats
undergoing testis descent and suggested that T stimulated
CGRP depletion by stimulating its secretion. It is tempting
to speculate that increased levels of testosterone induced
testicular descent by acting on motor nucleus, which regu-
lates CGRP production in GFN sensory nucleus.
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ABSTRACT
Oﬁjective -

To identify the cells that express the ahdrogen receptor (AR) during experimental
testis descent in the gubernaculum.

Materials and Methods

Cryptorchidism was provoked in 3 day-oid rats treated with 17B-estradiol during 30
days. In a group of animals, testis descent was induced with hCG, applied daily for
5 or 10 days. A correlative study using a testosterone RIA with electron
microscopy and immunocytochemical detection of AR was performed in
gubernacula of hCG-treated and untreated control animails.

Results

The gubernaculum of rats undergoing testes descent showed a dramatic increase
in the number of AR-positive cells. They were located in the connective tissue
among smooth muscle cells in the gubernacular cord and between striated muscle
fibers in the bulb: In both regions AR-positive cells were identified as fibrob!asts.
Several clusters of amorphous material appeared in the extraceilular matrix of the
connective tissue in hCG-treated rats.

Conclusions

Resuits suggest that testosterone induces expression of AR in gubernacular
fibroblasts which seem to degrade the extracellular matrix during gubernacular
involution.

Key words: gubernaculum, androgen receptor, testis descent, fibroblasts,

cryptorchid, rét, hCG, testosterone.
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INTRODUCTION

The failure of testes to descend into the scrotum known as cryptorchidism affects
approximately 3% of children (1). During development, testicular descent occurs in
two phases: transabdominal and inguinosérotal (2). In the rat, the transabdominal
phase occurs during days 16-19 of gestation and the inguinoscrotal phase starts at
day 19 of gestation; complete descent is accomplished around day 21 after birth
(3, 9).

The gubernaculum, first described by John Hunter (5) as a fibrous structure that
anchors the testicle and the epididymis to the floor of the scrotum is required for
testis descent. In the rat, the gubernaculum forms between days 14 and 15 of
gestation (3). In this species, the gubernacuium has two regions: the cranial
gubernacular cord con;wecting the testicle and the epididymis and the caudal
gubernacular bulb expanding to the retro-abdominal wall. Histologically, the
gubernaculum is composed of mesenchymal cells and abundant extra-cellular
matrix, rich in glycosaminoglycans and collagen (4-6) as well as striated muscle
fibers (3-4, 7).

The cellular mechanisms underlying inguinoscrotal testis descent remain unclear.
Active cell processes occur in the gubernaculum during its size reduction that may
be involved: cell proliferation, differentiation and migration (8-10). Furthermore,
since the gubernaculum pulls dewn the testis by reducing its size, some authors
have suggested gubernacular muscle contraction as the main process for testis
descent (7, 11). However, others consider that active regulation of the

gubernacular involution underlies inguinoscrotal testis descent (3, 4, 12). Whatever
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the case may be, it is widely accepted that the inguinoscrotal phase of testis
descent depends substantially on androgens (1, 2, 13, 14). In the rat, androgen
receptors (AR) are present in gubernacular celis between days 15 and 18 of
gestation with a fall just before the final migration of the testicle (15-17).
Inguinoscrotal testis descent can be inhibited in animals with the postnatai
administration of estradiol (18).

Although in humans with cryptorchidism, the standard form of therapy is surgical
orchiopexy, hormonal therapy has also been advocated. The most commonly used
hormone is human chorionic gonadotrophin (hCG). The latter therapy, however,
remains controversial since the direct or indirect effects of exogenous hormones on
tissues forming the gubernaculum during testis descent are poorly known. The aim
of this study was to correlate the location of the cells expressing the AR with the
ultrastructural changes occurring in the gubernaculum induced by hCG treatment
in rats. Concomitant with the raise in testosterone was a considerable increase in
the number of AR-positive cells in the gubernaculum. AR-positive cells were
located in the connective tissue and identified as fibroblasts. In the extracellular
matrix around these cells, clusters of amorphous material probably representing
denatured collagen fibers were found in hCG-treated rats. Current results suggest
that testosterone induces the expression of AR in gubernacular fibroblasts, which
in turn may degrade the extracellular matrix during gubernacular involution leading

to testis descent.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

All animals were treated according to the ethical principles and regulations
specified by the Animal Care and Use Commiittee of our institution and the
standards established by the National Institutes of Heaith of Mexico (Mexicana-
NOM-062-ZO0O-1999: Technical specifications for production, care and use of
laboratory animails. D.O.F. 22-VIII-2001).

Cryptorchidism was induced in Wistar rats treated daily for 30 days with
subcutaneous injections of 0.1 ug of 17-B-estradiol (E2) (Sigma, Mexico City) in 50
pl of propylene glycol. The treatment was started 3 days postpartum (dpp)
according to Lein et al. (18). Thereafter, seven E2-treated rats were killed at 33
dpp and 1.0 mi of blood plasma was taken for radioimmunoassay (RIA). The
remaining cryptorchid rats were divided in two groups containing 12 animals each.
The cryptorchid-hCG group was treated daily from 33 to 43 dpp with subcutaneous
injections of 25 iU/kg body weight of hCG (Sigma, Mexico City) in H20 as the
vehicle. The other group was the cryptorchid-control group treated with H;0. In
each group, twelve animals were used for AR detection. In each of the latter
groups, six rats were sacrificed at 38 dpp and six others at 43 dpp.

Testosterone Radioimmunoassay

Biood plasma samples were taken from each group at 38 and 43 dpp.
Radiocimmunoassay of testosterone (T) was performed using a kit obtained from

Diagnostic Products Corporation (Los Angeles, CA., U.S.A.). This assay detects
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over 0.04 ng of testosterone/ml plasma. Cross-reactivity with dihydrotestosterone
wés < 5% with intra- and inter-assay variability coefficients equal to 6.5% and 10%,
respectively. A one-tail analysis of variance (ANOVA) was conducted and p values
< 0.05 were considered significant.

DAPI and Androgen Receptor Immunocytochemistry

Rats were anesthetized and transcardiac perfusion was performed using 50 mL of
phosphate-buffered saline (PBS), followed by 100 mL of 4% paraformaidehyde.
The skin from the inguinoscrotal regions was removed, and the gubernacula were
excised at the base of the projections from the abdominal wall and fixed in
paraformaildehyde for 30 minutes. After washing the samples in PBS, they were
stored for two days in PBS containing 30% sucrose at 4°C, the gubernacula were
embedded in OCT medium (Tissue-Tek, Sakura Finetek, U.S.A.) and frozen at
70°C (dry-ice hexane). Serial sections of 15 um thickness were obtained using a
cryomicrotome, placed on slides coated with poly-L-lysine (Sigma, Mexico) and air-
dried. Sections were stained with DAPI (1 ng/mL), rinsed in PBS and treated with
1% Triton X-100. After blocking with 1% bovine serum albumin (BSA), sections
were incubated overnight with rabbit-polyclonal antibody against the androgen
receptor (AR)(Santa Cruz Biotechnology, Inc., U.S.A.) diluted 1:1000 in BSA. After
rinsing in PBS, the sections were incubated in anti-rabbit IgG conjugated with
rhodamine or FITC (Sigma, Mexico), diluted 1:250 with BSA. washed in PBS and
embedded in DAKO fluorescent mounting medium (DAKO Corporation, U.S.A.).
Cells expressing the AR in the gubernaculum were identified by the fluorescent co-

localization of red (rhodamine) with blue (DAP!) colors within the nucleus of the
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same cell. Similarly treated sections of prostate placed on the same slidé of
sections the gubernaculum were used as positive controls for the specificity of the
AR-antibody. Negative controls were incubated without the primary antibody.
Electron Microscopy

Tissues were fixed in Karnovsky solution (19) without Ca 2* and post-fixed in 1%
Os0s (Merck KgaA, Darmstardt, Germany) in Zetterqvist buffer (20). Tissue
samples were washed in cacodylate buffer, dehydrated in increasing
concentrations of ethanol (50-100%), propylene oxide and embedded in Epon 812
(Electron Microscopy Science Fort Washington, Philadelphia, U.S.A.). Sections
(60-70 nm) were cut with an ultramicrotome (Reichtert Ultracut S), stained with
urany! acetate and lead hydroxide and examined unde_r a Jeol 1010 electron
microscope. For light microscopy, semithin sections (1 um) were stained with
toiluidine blue.

Results

Cryptorchidism was successfully induced in all rats at 33 dpp, after 30 days of E2
treatment. While 100% of animals treated with hCG showed testicular descent at
43 dpp after 10 days of treatment, untreated controls remained cryptorchid at this
age. Testosterone was undetected in all cryptorchid rats at day 33 after birth when
treatment with hCG was started. Levels of plasma testosterone gradually
increased in rats treated with hCG; after 5 and 10 days of treatment, the levels of
testosterone were 2.2 + 0.3 and 3.3 + 0.4 respectively. On the other hand, although
testosterone remained undetectable in control rats at 38 and 43 dpp, they showed

a similar growth rate as those treated with hCG (resuits not shown).
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Immunocytochemical detection of the androgen receptor (AR) in the gubernaculum
of E2-induced cryptorchid rats revealed clear differences depending on the
presence or absence of hCG treatment. While cells with AR-positive nuclei were
abundant in hCG-treated animals undergoing testis descent (Fig. 1A), they were
rarely seen in the gubernaculum of untreated rats that remained cryptorchid
(Fig.1B). AR-positive cells were present along the gubernaculum of hCG-treated
rats 5 or 10 days after treatment. Although in the current study a quantitative
analysis was not attempted, the number of AR-positive cells in the gubernaculum
appeared greater at 38 dpp (5 days hCG) than at 43 dpp (10 days hCG). The AR
appeared located within the nuclei in AR-positive gubernacular cells as in sections
of prosthatic epithelial cells placed on the same slide which were used as positive
control (image not shown).

Counterstaining the nuclei of all the cells with DAPI (Fig. 1C), it was possible to
distinguish the location of cells with AR-positive nuclei (Fig. 1D) among the
different tissues that form the gubernacula (Fig. 1E). Although scattered AR-
positive cells were found in the gubernacular cord formed by fibroblasts and
smooth muscle fibers, most cells with AR-positive nuclei were concentrated in the
bulb. As confirmed at electron microscope level, the bulb region is formed by a
layer of fibrous connective tissue and a layer formed by striated muscle fibers.
Most cells in the layer of fibrous connective tissue had AR-positive nuclei while in
the layer rich in striated muscle, muscle fibers nuclei appeared AR-negative (Fig.
1E).

The ultrastructural study of the gubernaculum showed similar types of cells at 38
and 43 dpp in both-the cryptorchid-hCG and in the cryptorchid-control animals. In
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addition to collagen fibers, abundant smooth muscle cells and some fibroblasts
appeared in the gubernacular cord (Fig. 2A). Since in this region smooth muscle
nuclei predominate over fibroblast nuclei, the scant number of cells with AR-
positive nuclei seen in frozen sections with the light microscope probably
correspond to fibroblasts. In contrast to the cord, smooth muscle cells were rare in
the bulb while fibroblasts and striated muscle fibers were abundant. Fibroblast
cells were concentrated in the layer of dense connective tissue where collagen
fibers were abundant (not shown). in the layer formed mainly by striated muscle
cells, fibroblasts were also tightly arranged as narrow strips of connective tissue
between bundles of striated muscle cells (Fig. 2B). Considering the correlation in
number and distribution of AR-positive nuclei and fibroblasts in both the cord and
the buib, it is likely that celis with AR-positive nuclei correspond to fibroblasts rather
than to nuclei of smooth or striated muscle cells.

Alternated semi-thin and thin sections of both, the cord and the bulb of hCG-
treated rats showed conspicuous clusters of electrodense amorphous material in
the extracellular matrix which were absent in the cryptorchid controls. The clusters
of amorphous material were randomly distributed among dense bundles of
collagen fibers in the near elongated cytoplasmic processes of fibroblasts (Figs.
2C). Furthermore, as in control animals, apoptotic cells were rarely found in the
regressing gubernaculum of hCG-treated rats undergoing testis descent.
Discussion

While during gestation, abundant mesenchymal cells were found in the rat
gubernaculum (3), mesenchymal cells were occasionally seen in the gubernaculum

after birth. This finding suggests that most mesenchymal cells present in the fetal
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gubernaculum differentiate as fibroblast, smooth and striated muscle cells after
birth. Therefore, present observations indicate that factors required for
differentiation of mesenchymal cells into fibroblasts have acted during the perinatal
period. Differentiation of mesenchymal cells into smooth and striated muscle
fibers, however, may still take place during testis descent.

Involution of the gubernacuium during inguinoscrotal testis descent implies size
reduction. Although studies in other species suggest that regression of the
connective tissue takes place during testis descent (3, 4, 12), current results
indicate that regression occurs without cell death. Apoptotic cells were rare in rats
treated with hCG when testes were actively descending.

In the present study a high number of AR-positive cells was found in postnatal rats
during testis descent in estradiol-treated cryptorchid rats. In contrast, during normal
testis descent, a high number of AR-positive cells were seen in the gubernaculum
of fetal rats but few AR-positive cells were formed after birth (15-17). These
conflicting results may be explained by the accelerated process of testicular
descent induced by hCG treatment in present experimental conditions. While in
the current study inguinoscrotati testis descent lasted 10 days, normal testicular
descent lasts around 21 days. Thus, a larger number of AR positive cells may be
needed to carry out the same process in a shorter period of time.

In the current study, the use of DAPI, an ubiquitous nuclear stain, allowed us to
determine that the cells immunoreactive to AR in the gubernacuilum correspond
mainly to fibrobiast cells found in great number in the hCG-treated group.
Furthermore, it is tempting to speculate that the amorphous material ocbserved with

the electron microscope in hCG-treated rats, may be collagen and other matrix
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glycoconjugates in the process of being digested. Testosterone-stimulated
ﬁl;.oroblasts may secrete metatlloproteases involved in the involuticn of the
gubernacular intercellular matrix. This idea is supported by the presence of high
acid phosphatase activity found in the gubernaculum during testis descent (21).
Husmann and Levy (1) proposed that androgens alter the viscoelastic properties of
the gubernaculum reducing its turgidity and pushing the testis into the scrotum. In
the absence of androgens, the gubernaculum becomes rigid preventing testicular
descent (22). In the current study, the process of inguinoscrotal testicular descent
induced with hCG correlates with increasing levels of plasma testosterone és
previously shown (23). Testosterone acts directly or indirectly on the
gubernaculum inducing testicular descent. In addition to an indirect action via the
genitofemoral nerve (24) it has been proposed that testosterone acts directly on
the gubernaculum inducing functional and/or morphological changes leading the
testis to migrate towards the scrotum. Thus, muscle contraction and/ or connective
tissue remodeling may be the mechanisms underlying the gubernacular function
for testis descent (3, 4, 7, 11, 12).

In the present study, the ultrastructure of the gubernaculum showed abundant
striated and smooth muscle fibers located in the bulb and the cord, respectively.
The presence of the two kinds of muscle fibers in the gubernaculum suggests their
participation in the process of testis descent induced by hCG. According with
current results, the role of testosterone to induce smooth and striated muscie
contraction for testis descent, appears to be complex. Since in current results the
AR were mainly located in connective cells nuclei and not in muscle fibers nuclet,

at least two possible mechanisms can be postulated: i. Testosterone action is
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mediated by fibroblasts which contain AR by changing the conditions of the
iﬁtercellular matrix that leads to gubernacular muscle contraction. ii. Testosterone
induces gubernacular muscle contraction through a non-genomic pathway (25).
Conclusion

During the inguinoscrotal testicular descent, testosterone targets fibroblastic celis
of the gubernaculum. Gubernacular muscle contraction for testis descent induced
by testosterone may be indirectly mediated by connective fibroblasts and/or directly
by a non-genomic mechanism. Testosterone may induce gubernacular fibroblasts
to secrete proteolytic enzymes that digest the extraceilular matrix during

gubernacular involution.
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Figure legends

Fig. 1. Immunocytochemical detection of the androgen receptor in frozen
sections of rat gubernacula dissected at day 43 after birth. (A) Shows the
gubernaculum of a rat which was treated with hCG for 10 days. Notice the higher
number of AR-positive cells with green nuclei compared to the gubernaculum
shown in (B) corresponding to the gubernaculum of a control rat.

(C-E) Shows different images of the same section of the gubernacular bulb of a
rat treated 10 days with hCG. (C) Shows the nuclei of all cells stained blue with
DAPI. (D) Here, only the AR-positive nuclei are stained red. The connective layer
(co) is at the left while the layer rich in striated muscie fibers (st) appears at the
right side of this figure. (E) Pink-stained nuclei indicate co-localization of red and
blue colors shown in Figs. (C) and (D). Notice that severai nuclei of the muscle

fibers are blue (arrow heads) suggesting their lack of AR. Bar=100 pm

Fig. 2 Electron micrographs illustrating the ultrastructure of the gubernaculum
from one control (A) and two hCG-treated animals (B and C). (A) At the
gubernacular cord, the smooth muscle cells (sm) embedded in a collagen matrix
(") predominate over the fibroblasts (not shown here). Bar= 6 pm. (B) Nuclei of
satellite cells (white arrows), striated fibers (*) and fibroblasts (f) are shown. Bar=
15 um. (D) Part of a fibroblast (f) located in the connective layer of the bulb
showing irreguiar cytoplasmic processes (arrows). Notice several electrodense

bodies (arrow heads) scattered in the extracellular matrix. Bar= 2 pym.
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