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Resumen

Jesus Herrera Alarcon: Evaluacion del desarrollo de las células de Sertoli en
ovinos durante el periodo postnatal (Bajo la direccion del Dr. Héctor Jiménez
Severaiano)

Estudios en diferentes especies han demostrado que el nimero de células de
Sertoli por testiculo es positiva y altamente correlacionado con el tamario testicular
y la produccion de espermatozoides. Asi mismo se ha identificado que la
multiplicacion de estas células ocurre en un periodo de tiempo limitado entre la
vida fetal y la pubertad, siendo la FSH el factor de proliferacion mas importante,
aunque también se ha observado que las hormonas tiroideas pueden modificar la
longitud del periodo de proliferacion de las células de Sertoli. Por lo que en el
presente estudio, investigamos el desarrollo de los testiculos mediante técnicas de
morfometria cuantitativa, con especial énfasis en el desarrollo de la poblacion de
células de Sertoli, en corderos Blackbelly desde el nacimiento hasta 32 semanas
de edad. El mayor crecimiento testicular ocurre entre las semanas 9 y 12. Con
relacion a las variables de los tubulos seminiferos, el mayor incremento en el
diametro se observé principaimente en las semanas 9 y 12, mientras que la
longitud aumentd principalmente (12 veces) del nacimiento a las 12 semanas de
edad. La aparicion del lumen en los tubulos inicié alrededor de la semana 12 y los
primeros tubulos conteniendo espermatides alargadas aparecieron en la semana
15, hacia la semana 18 la mayoria de los tubulos evaluados presentaban
espermatides. El numero total de células de Sertoli se estabilizd a partir de la
semana 15. En los grupos de corderos de mayor edad, el nimero de células de
Sertoli por gramo de tejido (epitelio germinal, tubulos y parénquima) fue menor.
Las concentraciones de hormonas tiroideas disminuyeron conforme aumento la
edad, sin observarse una relacion clara con el desarrollo de la poblacion de
células de Sertoli. En conclusion se puede mencionar que el desarrollo testicular
esta relacionado con los incrementos del diametro y longitud de los tubulos
seminiferos y la aparicién del lumen, ocasionados por la proliferacion y crecimiento
de las células de Sertoli y germinales (quiza espermatogonias) durante las
primeras semanas de edad y por la proliferacion y diferenciacion de las ceélulas
germinales, al iniciar y establecerse la espermatogénesis, alrededor y a partir de
las 8 6 9 semanas de edad; ademas, no se observé una relacién clara entre las
concentraciones de hormonas tiroideas y el desarrollo de la poblacion de las
células de Sertoli.

Palabras clave: Células de Sertoli, Desarrollo Testicular, Morfometria Cuantitativa,
Ovinos Blackbelly.



Abstract

Jesus Herrera Alarcén: Evaluation of Sertoli cell development in sheep during
the post-natal period (Under the supervision of Dr. Hector-Jimenez-Severiano)

Previous studies in different species have shown that total number of Sertoli cells
is highly correlated with testis size and sperm production. Proliferation of these
cells is limited to a period between fetal life and puberty. It has been considered
that FSH is the primary factor inducing Sertoli cell multiplication before and after
birth; however, thyroid hormones might have a role on determining the length of
this period. Therefore, in the present study quantitative morphometry techniques
were used to describe testis development at the microscopic level in Blackbelly
ram lambs, from birth to 32 wk of age, taking special attention on development of
Sertoli cell population. Higher rate of testis growth occurred between 9 and 12
weeks of age. Seminiferous tubule diameter increased primarily at 9 and 12 weeks,
whilst tubule length increased 12-fold between birth and 12 weeks of age. Tubule
lumen was first observed at 12 weeks, and tubules containing elongated
spermatids started appearing between 15 and 18 weeks of age. Total number of
Sertoli cells did not change from 15 weeks of age onwards, and Sertoli cell
numbers per gram of testicular tissue (germinal epithelium, tubular tissue and
parenchyma) were less in older ram lambs. Thyroid hormone concentrations
decreased as the age of ram lambs increased, and no relationship was observed
with the development of Sertoli cell population. In conclusion, testis development is
related to the increase of seminiferous tubule diameter and length, and tubule
lumen appearance. During the first weeks after birth, tubule development primarily
results from proliferation and growth of Sertoli cells and germ cells (perhaps only
spermatogonia); whilst from 8 or 9 weeks of age onwards (estimated time when
spermatogenesis started in ram lambs from this study), germ cell differentiation
and proliferations are the main factors inducing tubule growth. No relationship was
observed between thyroid hormone concentrations and development of Sertoli cell
population.

Keywords: Blackbelly Sheep, Quantitative Morphometry, Sertoli Cells, Testis
Development.
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1. INTRODUCCION

Los testiculos de los mamiferos se originan en el feto joven y contintan su
desarrollo durante el resto de la vida fetal y parte del periodo postnatal. Después
de la pubertad, cuando gran parte del desarrollo ha sido completado, los testiculos
juegan un papel dual, produciendo espermatozoides (funciéon exocrina) vy
hormonas, principaimente andrégenos y algunas proteinas (funcién endocrina).
Las bases de la funcion testicular son establecidas mucho antes de la pubertad,
durante el desarrollo prenatal. En los embriones de los mamiferos de ambos
sexos, las génadas al inicio desarrollan consigo lineas idénticas a través de los
diferentes estadios, posterior a esto y por procesos hormonales y genéticos se
inicia el desarrollo que diverge en machos y hembras.

Las ceélulas de Sertoli constituyen la estructura de los tubulos seminiferos y
soportan el desarrollo de las células germinales durante su divisiéon y maduracién.
Varios estudios han indicado que el nimero de célula de Sertoli en el testiculo de
las ratas determina en gran medida el potencial espermatogénico del animal
adulto.

Las células de Sertoli en el testiculo adulto juegan un papel central en la
regulacion de la produccion espermatica. El numero de espermatozoides
producidos por dia es también dependiente del nimero de células de Sertoli por
testiculo, ya que cada célula de Sertoli puede soportar solamente un namero finito

de células germinales.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Testiculo

2.1.1. Caracteristicas estructurales del testiculo

Los testiculos estan contenidos en una bolsa de piel especializada llamada
escroto, que los protege y soporta (Sisson, 1975). La funcién principal del escroto
es regular la temperatura interna de las génadas mediante la contraccion
involuntaria del musculo dartos, que recubre el escroto interna y basalmente
(Salisbury et al., 1978).

Cépsula testicular. Cada testiculo esta recubierto por dos capas serosas de
la tunica vaginalis y una de tejido conectivo denso e irregular, que constituye la
tunica albuginea (Wrobel and Dellman, 1993). La tunica albuginea se halla
compuesta de colagena y fibroblastos, pero en algunas especies (conejo, caballo,
perro, gato, cerdo, humano), esta también contiene numerosas células de musculo
liso. En el borde posterior de cada testiculo, la tunica albuginea, se adelgaza
considerablemente para formar el mediastino el cual es perforado por una red
anastomosis de conductos (retes testis) y vasos. Septos conectivos del testiculo,
los cuales son frecuentemente incompletos, se extienden entre la capsula y el
mediastino. No todas las especies poseen estos septos. De la tunica albuginea
emergen trabéculas de tejido conectivo que convergen en el mediastino ubicado
en el centro del parénquima testicular, y dividen al testiculo en un nimero variable
de lobulillos testiculares que contienen de 1 a 4 tubulos seminiferos contorneados.

Espacio intersticial. El espacio intersticial entre los tdbulos seminiferos
contiene poco tejido conectivo, numerosos vasos sanguineos y linfaticos, nervios,
grupos de células de Leydig y células libres (fibroblastos, macréfagos, linfocitos,
células mastoides). Las células de Leydig rodean cada tabulo seminifero y lo
banan con un fluido rico en testosterona.

La red de sinuoides linfaticos es particularmente densa en roedores. En

grandes mamiferos (toros, carneros, elefantes, changos, hombres), la asociacion



entre células de Leydig y vasos sanguineos y linfaticos esta desarrollada en menor
proporcién que en otras especies. Los grupos de ceélulas de Leydig son dispersos
a través del poco tejido conectivo y bafiados por el fluido intersticial. Los
macréfagos estan en la proximidad de las células de Sertoli. La cantidad de tejido
intersticial varia entre especies desde aproximadamente 10% en hamster y perros,
25 a 30% en el hombre y casi 40% en cerdos.

Tubulos seminiferos. Los tubulos seminiferos son largos, convolucionados,
cilindricos, con dos aberturas al final de la estructura finalizando dentro del tubulo
recti. Los tubulos seminiferos se unen, a la salida de cada lobulillo, y forman los
tubulos rectos agrupados en el mediastino, que a su vez conforman la rete testis
(Sisson, 1975). De la rete testis salen una docena de tubulos llamados vasos
eferentes que convergen en la porcion dorsal del mediastino para luego llegar a la
cabeza del epididimo (Salisbury et al., 1975).

La pared de los tubulos esta compuesta de una lamina basal mas interna
formada principalmente de laminina, colagena tipo 1V, heparan-suifato y entactina,
rodeadas por una capa de células mioides. Estas células son cubiertas por
afuera, por una capa de fibras de colagena en completa asociacién con las células
endoteliales. Las células mioides son ricas en actina, miosina, proteinas tipo actina
y fibronectina.

El testiculo se divide en dos compartimientos funcionales: intersticio y tubulos
seminiferos; a su vez los tibulos seminiferos se dividen en un compartimiento
basal (separado del anterior por la lamina propia testicular), que incluye ia base de
las células de Sertoli (células de sostén), y las espermatogonias (células
espermaticas precursoras, que se dividiran por mitosis). Un segundo
compartimiento, el adluminal, que incluye la porcion apical de las células de
Sertoli, y los espermatocitos y espermatides (Amann and Schanbacher, 1983); y
un tercero formado por el lumen, que contiene espermatozoides.

E! compartimiento basal y el compartimiento adluminal estan separados
fisiolégicamente en el animal adulto por la barrera hemotesticular, conformada por

la uniones firmes entre las células de Sertoli (Jonhson and Everitt, 1980).



2.1.2. Origen embrionario y diferenciacion sexual

La formacién gonadal en mamiferos tiene lugar muy temprano en la vida
fetal. Aunque el sexo genético es determinado a la concepcién, las diferencias
morfologicas sexuales entre fetos pueden ser reconocidas cuando su gonadas
empiezan a ser diferenciadas sexualmente. La diferenciacién sexual en los
mamiferos euterianos es un proceso secuencial iniciado en el establecimiento del
sexo cromosomico después de la fertilizacion, seguido por el desarrollo del sexo
gonadal y culminando en la formacion de los fenotipos sexuales (Frederick and
Wilson, 1994). El sexo genético en humanos, es mediado a través del grupo de
cromosomas, el cual es usualmente 46, XY. Este patrdon cromosomal es el
comienzo de una cascada de eventos genéticos que conducen al desarrollo de
las goénadas masculinas, el testiculo {sexo gonadal) (Hiort, 2000). Diversos
estudios han mostrado que le cromosoma Y acarrea una secuencia determinada
del sexo, la cual ha sido designada Factor Determinante Testicular (TDF) o Gen
Determinante Testicular en el gen Y en humanos (TDY) y en ratones (Tdy)
(Frederick and Wilson, 1994).

Diversos genes estan involucrados en el control de la determinacion del tipo
de gonada. SRY (regiéon determinante del sexo) es el principal iniciador de la
cascada de interacciones de genes que determinan el desarrollo de los testiculos
de la génada indiferenciada. SOX9 juega un papel crucial en esta via donde ésta
es regulada por SRY y SF-1, para iniciar la diferenciacién de células pre-Sertoli a
células de Sertoli. En machos XY en desarrollo, la funcién de represor de SOX9 es
normalmente reprimida o inhibida por SRY, permitiendo a SOX9 inducir la
formacion del testiculo. En hembras en desarrollo normal, SOXS funciona como
represor y no se forma un testiculo. (Leaun and Hughes, 2001).

Las génadas se desarrollan cuando las células germinales y las diferentes
células somaticas migran y se sittan en la cresta gonadal de una forma ordenada.
Las gonadas se desarrollan a lo largo de la parie ventro-craneal del mesonefros.
Diversos eventos caracterizan la formacion inicial de la génada: la migracion de

las células germinales primordiales (PGCs) en el epitelio celdmico y el subyacente



tejido mesenquimal que envuelve al mesonefros; la liberacién y migracién de las
células mesonéfricas y otros tipos celulares dentro de la misma area y, el
establecimiento de las celulas germinales soportando al linaje celular.

Las gonadas se desarrcllan como estratificaciones del epitelio celémico
sobre el d&rea medial del riiébn mesonéfrico (la cresta urogenital), alrededor de la
cuarta semana de la gestacion humana. La mayoria de los tipos de células de las
génadas son de origen del mesodermo de la cresta genital. Las PGCs se originan
fuera de la presumible génada y son inicialmente identificables en el endodermo
de la yema del saco. Ellas son derivadas de las células ectodermales primitivas de
la masa de células internas (Gardner et al.,1985) y son distinguibles de otras
celulas del embrion en desarrollo debido a su talia grande y larga, con nucleo
redondo y citoplasma claro. Histoldgicamente, ellas contienen fosfatasa alcalina y
glicogeno (Makay et al., 1953). El mecanismo por el cual las células germinales se
diferencian no esta claro, pero el proceso empieza temprano asi que las PGCs
pueden ser reconocidas en el dia 4.5 del blastocisto humano (Ginsburg et al,,
1990).

El periodo critico de organizacién testicular inicia después de 13.5 dias de
gestacion en el embrion de rata en desarrollo (Magre, et al., 1991). Cerca de los
14.5 dias de gestacion las células somaticas se diferencian en las precursoras de
las células de Sertoli, las cuales interactitan con las PGCs para organizar
agregados celulares tipo isleta desprovistos de una lamina basal. Para el dia 16.5
de la gestacién, los agregados celulares se fusionan para formar cordones
testiculares que adquieren una lamina basal y excluyen a los precursores de las
células de Leydig de los cordones en desarrollo. Las células de Leydig se
diferencian posteriormente, y adquieren las caracteristicas de células que
producen esteroides, incluyendo la actividad de 3, (3-hidroxi-esteroide
deshidrogenasa (Orth et al., 1980).

Desde una perspectiva celular, la gonada bipotencial esta formada a partir
de 4 células linea: células germinales y tres tipos de células somaticas. Los

componentes somaticos incluyen: las precursoras de las células de soporte



capaces de diferenciarse en células de Sertoli o células foliculares, los precursores
de las celulas estereidogénicas las cuales dan origen a las células de Leydig en el
macho y teca o células de tejido conectivo tejido vascular décil, tanica y células
mioides peritubulares en testiculos y tlnica y células estromales en ovarios
(Novell-Badge, 1993). En el testiculo, estos componentes derivan del mesonefros
y del epitelio celomico, el cual cubre la cresta gonadal (Kart and Capel, 1998),

siendo las células germinales de desarrollo extragonadal (Ginsburg et al., 1990).

2.1.3. Diferenciacién del testiculo

Tres eventos caracterizan la diferenciacion testicular: 1) las células
germinales y las de Sertoli empiezan a encerrarse en los cordones testiculares,
creando un compartimiento de las células germinales intracordal y un
compartimiento extracordal. 2) Las células de Leydig producen esteroides en el
espacio extracordal diferenciado. 3) El testiculo empieza a redondearse,
minimizando el efecto feminizante del mesonefros (Byskov, 1986 ).

La gdnada empieza a separarse por septos perpendiculares a lo largo del
eje, o en su defecto se forman estructuras tipo plato de células germinales y
células somaticas, los cuales son convertidos a simples arcos, los cordones
testiculares primitivos (Clermont et al.,1961). A través de la diferenciacion, los
cordones permanecen en conexién con la parte basal de la masa de células
mesonéfricas (Zamboni et. al., 1981).

La formacién del cordén seminifero es independiente de las gonadotropinas
(Colebrander et al., 1979), por lo que la expansién de cada una de las poblaciones
en testiculo perinatal es aparentemente controlada por un grupo particular de
factores, que interactian especificamente con esta poblaciéon durante el desarrollo
testicular. La naturaleza de estas interacciones es compleja, teniendo algunos
factores reguladores de origen extratesticular, primariamente de la pituitaria, y

otros producidos dentro del propio testiculo que actuan de manera paracrina.



2.1.4. Control hormonal de la diferenciacién sexual.

La fase postdeterminacion gonadal de la diferenciacion sexual es siempre
dependiente de hormonas y es un proceso sexualmente activo para el macho. La
Hormona Antimilleriana (AMH) y la testosterona son dos hormonas claves
producidas por el testiculo, en concentraciones optimas durante un tiempo limitado
de la gestacion temprana, para asegurar el desarrollo del macho o también como
un componente clave en el proceso de la expresién de receptores afines para
esas hormonas en tejidos blancos. En la gestacion final, el testiculo migra
transabdominalmente desde su origen, adyacente al rifion en desarrollo antes del
descenso escrotal-inguinal final (Hughes, 2001).

La AMH es una larga glicoproteina dimérica (aprox. 140 K Da) formada por
las células de Sertoli del testiculo fetal y en recién nacidos (Price, 1979). Actua
locaimente para suprimir al desarrolio de los conductos Miillerianos mas que como
una hormona circulante (Hutlson et al., 1983). Los conductos Miillerianos fetales
son sensibles a la accién de la hormona solamente por un periodo corto durante la
embriogénesis (Josso et al., 1991). Aunque la regresién de los conductos
Mullerianos empieza en el embrion macho brevemente después de la formacién
de los cordones espermaticos en el testiculo fetal (Josso et al., 1991), la secrecién
de la AMH es independiente de la formacién del tubulo espermatogénico (Magre
et al., 1984).

La testosterona es el esteroide androgénico formado por los testiculos
embrionarios durante el desarrollo fenotipico del macho (Lips'ett and Tullner, 1965;
Wilson, 1973). La sintesis y secrecion de testosterona en el testiculo empieza
brevemente después del inicio de la diferenciacion de los cordones
espermatogénicos y es coincidente con la diferenciacién histologica de las células
de Leydig fetales (Gondos, 1980).

El papel critico de la testosterona en el desarrollo del tracto urogenital del
macho, fue deducido de tres tipos de evidencias embriolégicas y endocrinas.
Primero, el hecho de que la sintesis de testosterona precede inmediatamente a ia

iniciacién de la virilizacién del tracto urogenital en una variedad de especies



sugiere una relacion causa — efecto entre los dos eventos (Attal, 1969. Rigaudiere,
1979). Segundo, la administraciéon de andrégenos en embriones hembras en un
momento apropiado en el desarrollo fetal causa el desarrollo de caracteristicas de
macho en |los genitales internos y externos (George et al., 1988. Schultz, 1974).
Tercero, la administracion de agentes farmacolégicos que especificamente inhiben
la sintesis o accion de andrégenos dafian el desarrollo del macho (Golman, 1971;
Neumann et al., 1970).

2.2. INTERACCIONES PARACRINAS QUE INFLUENCIAN EL DESARROLLO
TESTICULAR.

2.2.1.Comunicacion célula de Sertoli - célula de Leydig.

Debido a que la FSH estimula a la célula de Sertoli para dividirse, los
niveles circulantes de FSH durante el desarrollo testicular son criticos en la
determinacion de la talla poblacional de las células de Sertoli. Aunque factores
paracrinos producidos dentro del propio testiculo son probablemente los que
afectan la respuesta mitética de las células de Sertoli a FSH. Ademas, uno o mas
de estos agentes paracrinos se originan de las células de Leydig, lo que sugiere
que la comunicacion tiene lugar entre los cornpartimientos seminifero e intersticial
del testiculo durante su desarrollo.

Una via en la cual las células de Leydig influencian la funcion de las células
de Sertoli en animales inmaduros y adultos, es por la produccion de péptidos
derivados de la pro-opiomelanocortina (PCMC), tales como la B-endorfina vy la
hormona estimulante de los melanocitos (MSH); péptidos que actuan directamente
en las células de Sertoli. Las células de Leydig expresan el gen POMC y por ello
son un origen de los péptidos derivados de la POMC.

Ciertos estudios indican que al menos uno de estos factores, $-endorfina,
funciona durante la vida perinatal para modificar la respuesta proliferativa de las

células de Sertoli a FSH. Evidencias circunstanciales del involucramiento de la -



endorfina en el desarrollo de las células de Sertoli fue probado, al observar que el
modelo de la produccion de células de Leydig de péptidos derivados de la POMC,
corresponde estrechamente a aquel crecimiento de la poblacién de las células de
Sertoli. La proporcién de ia poblacién de las células de Leydig fetales que produce
B-endorfina tiene el mayor pico justo antes del nacimiento, cuando la tasa de
proliferacion de células de Sertoli probablemente tiende a ser la mas alta.
Posteriormente ambas declinan, en paralelo con un decremento en los niveles de
division de células de Sertoli.

Se ha sugerido que otros péptidos derivados POMC, notablemente
hormona adenocoticotropina (ACTH) y MSH estan involucrados en la interaccién
células de Sertoli- células de Leydig durante el desarrolio testicular. Se ha
encontrado que péptidos con actividad tipo MSH estimulan la adenilato ciclasa en
células de Sertoli. Otros péptidos ademas de la endorfina pueden actuar para
* hacer mas sensibles las células de Sertoli a FSH ( Bardin et al., 1988).

Existen algunos otros factores que pueden actuar como modificadores
paracrinos de la proliferacion de células de Sertoli en el desarrollo de los
animales; por ejemplo, se han reportado que la somatomedina-C, el factor de
crecimiento epidermal, factores de crecimiento de fibroblastos y acido retinoico
son capaces de estimular la sintesis de DNA por aislamiento de células de Sertoli
de cerdos inmaduros (Jaillard et al., 1987). En algunos casos, los efectos
observados parecen involucrar la sensibilidad alterada de las células para FSH y
cambios concomitantes en la produccion de cAMP. En otros, la proliferacion
elevada fue producida sin intervencion del sistema FSH-cAMP.

Las células de Sertoli fetales, producen probablemente un factor que
modifica la funcién de las células de Leydig, un péptido tipo hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) en respuesta a FSH (Sharpe, 1984). Los sitios de union
para GnRH han sido detectados en testiculos de ratas de un dia de nacidos
(Dalkin et al., 1981). El péptido tipo GnRH modifica la sintesis de testosterona
estimulada por LH en las células de Leydig. La exposicion de células de Leydig

fetales a niveles bajos de este péptido produjeron una inhibicién dependiente de la



dosis de produccién de andrégenos en la presencia de LH, conduciendo a la
sugerencia que las células de Sertoli ejercen un efecto local en las células de
Leydig proximas, durante el desarrollo, via secrecion del péptido tipo GnRH
(Dalkin et al., 1981).

2.2.2. Interaccién célula de Sertoli - Gonocito

Después de la onda inicial de la division celular que ocurre en la vida fetal
temprana, los gonocitos de machos permanecen mitéticamente inactivos hasta
después del nacimiento. Este periodo de quiescencia puede ser impuesto en los
gonocitos por uno o mas factores que se originan en el testiculo. Se ha sugerido
que un reloj meidtico autbnomo esta presente en células germinales de machos y
hembras. Algunas observaciones sugieren que una sustancia que previene la
meiosis es producida por los testiculos fetales para inhibir la entrada de gonocitos
machos a la meiosis durante el desarrollo (Byskov, 1986).

Si el factor que previene la meiosis existe en fetos machos, este es
posiblemente formado dentro del cordén seminifero; debido a que los gonocitos
que permanecen fuera de los cordones pero dentro del testiculo fetal, también
entran en meiosis antes de su eventual degeneracion (Byskov, 1986). Las células
de Sertoli de ratas perinatales producen varios péptidos que son posibles
candidatos para regular la funcién de los gonocitos; uno de estos, la AMH es
aparentemente la primera proteina secretada por las células de Sertoli, por lo que
se ha propuesto que esta puede prevenir la entrada de gonocitos en meiosis.

Algunos otros péptidos relacionados con AMH, tales como la inhibina y
activina son producidos dentro del testiculo, aunque primero reconocidos por sus
efectos en la secreciéon de FSH de la pituitaria. Estos péptidos actuan como
agentes paracrinos en adultos para promover la interaccion de células de Leydig-
células de Sertoli. La inmunotincién con antisuero generada contra varias
subunidades de estas moléculas, fue alta en cordones seminiferos de fetos
(Bardin et al., 1989), implicando que la inhibina o activina, o ambas, pueden ser

importantes durante el desarrollo testicular asi como durante la maduracion.



Indirectamente la inhibina permanece como un posible candidato inhibidor de la
meiosis en machos. Asimismo, otras proteinas especificas de las células de Sertoli
no relacionadas con la AMH pueden ser secretadas en respuesta al estado de
desarrollo de las células germinales y pueden tener un papel en la regulacién a su
entrada a la meiosis. Shabanowitz et al., (1986) encontraron una proteina de bajo
peso molecular, llamada T35, cuya produccién en las céluias de Sertoli fue grande
en testiculos fetales y postnatales tempranos, implicando que esta funcién pueda
ser especifica para eventos que ocurren solamente durante el desarrolio testicular.
Asi también, uno o mas mensajes paracrinos producidos por la célula de Sertoli y
actuando en las células germinales pueden ser importantes en la modificaciéon o
en el desarrollo de los gonocitos en testiculo perinatales.

Es posible que el contacto entre células de Sertoli y gonocitos pueda
mediar los cambios que ocurren en estas células después del nacimiento,
incluyendo la reanudacién de la mitosis, cambios en la posicion dentro del cordon
seminifero y maduracion en la espermatogonia; esto es factible por el
reconocimiento mediado por contacto entre gonocitos y células de Sertoli en un
periodo de desarrollo temprano, cuando los cordones seminiferos son formados.

Posterior al nacimiento, los gonocitos estan completamente rodeados por
células de Sertoli, esto lleva a la posibilidad de que cambios postnatales en los
gonocitos pueden ser estimulados por factores que pasan directamente a ellos
desde la célula de Sertoli.

2.2.3. Interaccién de la células de Sertoli-celulas mioides

Tung et al.,, (1986, 1987) sugirieron que la cooperacion mediada por
contacto entre las células de Sertoli - células peritubulares pueden ser esenciales
para la formacion del cordén testicular durante el desarrollo fetal. En un método in
vitro, las células de Sertoli inmaduras fueron mezcladas en una monocapa
preexistente de células peritubulares; teniendo como resultados que el aparente
reconocimiento entre estos dos tipos de células condujo a la formacion de crestas

y monticulos aislados de células de Sertoli, separadas de las células peritubulares
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por una alta membrana basal organizada. Cuando la intima aposicién entre los
dos tipos celulares fue blogqueada por un filtro, el material de la membrana basal
no se formé entre ellos, sugiriendo que esta formacién es medida por contacto
entre celulas de Sertoli y células peritubulares (Taketo et al., 1984).

2.3. DESARROLLO FETAL DE LAS PRINCIPALES CELULAS DEL TESTICULO

2.3.1. Desarrollo de las células de Sertoli en la etapa fetal

La principal caracteristica que distingue a un testiculo fetal de un ovario es
la presencia de cordones seminiferos. La formacion de los cordones involucra a
las células de Sertoli mesenquimales del epitelio en transiciéon (Magre et a., 1980,
1991) y a las células germinales dentro de la gbnada diferenciada. Los cordones
contienen el epitelio seminifero que estd separado del tejido peritubular, que lo
rodea, por una membrana basal. El epitelio seminifero estd constituido de
elementos somaticos, las celulas de Sertoli y las células germinales o gonocitos.
E! testiculo fetal esta constituido de diferentes tipos de células, que mantienen una
relacion fisica y funcional entre ellas (células de Sertoli, células germinales, celulas
de Leydig y células peritubulares) (Magre et al., 1980, 1991).

Los cordones sexuales primitivos de los testiculos fetales de mamiferos se
componen de células de soporte, las precursoras de las células de Sertoli que
rodean las células germinales primordiales, y dentro del tejido intersticial, las
células de Leydig estan presentes entre los cordones sexuales. Esta morfologia de
los testiculos permanece sin cambios hasta el periodo postnatal, aunque la
actividad mitotica de los testiculos es importante durante el periodo fetal
(Hochereau-de Reviers et al., 1995). En el testiculo fetal de la rata, la actividad
mitética de las ceélulas de Sertoli es maxima justo antes de nacer.

En mamiferos, la aparicién de las células de Sertoli es el primer evento
identificable en la diferenciacion testicular. Estudios histoldgicos tempranos de la

diferenciacion fetal del testiculo de la rata (Jost et al., 1972), confirmados
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posteriormente por estudios de ultraestructura (Magre et al., 1980), indican que
estas células aparecen en el dia 13 post-fertilizacién y se agrupan para formar los
cordones seminiferos al dia siguiente. La sefal responsable para iniciar la
aparicion de las células de Sertoli no ha sido identificada pero presumiblemente
esta relacionada a un producto de genes, codificados en el cromosoma Y. La
aparicién inicial de la diferenciaciéon de las células de Sertoli y la subsecuente
organogénesis, que es, la agregaciéon y formacién de los cordones seminiferos,
son aparentemente regulados independientemente, ya que la organogénesis
temprana es inhibida por factores presentes en el suero fetal del becerro, al
mismo tiempo las células de Sertoli son desarrolladas (Agelopoulou et al., 1984,
Jost etal., 1984).

Siguiendo la aparicion inicial de las distintas células de Sertoli y las etapas
tempranas de la organogénesis, existe un periodo de rapida proliferacion de las
mismas. En la rata este empieza en la vida fetal, continua durante la vida neonatal
temprana, y termina antes de que se cierre la barrera hemotesticular (Orth, 1982;
Steinberger et al., 1971).

La diferenciacion de las células de Sertoli y su subsecuente proliferacion
durante la vida fetal y neonatal son eventos compiejos, que incluyen sefales no
conocidas para la iniciacion de la diferenciacion desde el interior de testiculo, asi
como factores hormonales. Si bien existen en el presente, varios factores
claramente identificables modulando su progresién, parece que, una vez iniciado,
el proceso continta en una forma ordenada y termina antes de la pubertad. En la
rata, esto ocurre sobre un periodo de alrededor de 30 dias de vida fetal y neonatal
(Orth, 1982).

Orth (1982), demostr6 que la FSH regula el indice mitético de las células de
Sertoli en fetos de ratas normales, a una tasa similar a la que pueden ser
logrados por suplementaciéon de FSH en fetos decapitados. En ovinos el
incremento en el numero de células de Sertoli y su diferenciacién después del
nacimiento dependen de la LH y FSH ( Courot, 1967; Kilgour et al.,1998).
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En carneros adultos, como en otros mamiferos, existe una correlaciéon
positiva entre el numero total de células de Sertoli y células germinales por
testiculo (Hochereau de Reviers and Courot,1978; Orth, 1982). Durante el periodo
fetal en ovinos, el crecimiento testicular ocurre en la ausencia de diferenciacion
morfolégica de las células germinales. En contraste, el crecimiento testicular
postnatal corresponde al inicio de la espermatogénesis (Courot, 1967).

La integrina o6 (Frojdman et al., 1994) y la lectina (Frojdman et al., 1992) se
hallan involucradas en la formacién de los cordones seminiferos durante las
etapés tempranas.

El acido retinoico también tiene efecto en la formaciéon de los cordones
durante el desarrollo embrionario del testiculo (Marinos et al., 1995). Después de
la formacion de los cordones seminiferos, un segundo proceso ocurre que
involucra un incremento en el crecimiento del testiculo. Todas las poblaciones
dentro del testiculo proliferan después de la formacién de los cordones, hacia el
dia 15, en la rata, el testiculo es 11 veces mas grande que el ovario de la misma
edad (Mittwoch et al., 1969). Este proceso de crecimiento testicular embrionario es
importante debido a que se requiere un adecuado numero de células somaticas
para soportar la espermatogénesis en el adulto. Una gran proporcion del
crecimiento testicular embrionario ocurre antes de la adquisicion de los receptores
de gonadotropinas (O’ Shaughnessy et al., 1996) y puede ser atribuido a factores
paracrinos producidos localmente en el testiculo.

Durante la vida fetal, el incremento en el tamaiio de los cordones sexuales
es principalmente una consecuencia del incremento en longitud mas que en
diametro, esto se explica por el hecho que las células de Sertoli y los gonocitos se

dividen pero no se diferencian (Courot, 1967).

2.3.2.Desarrollo de las células de Leydig en la etapa fetal
La ontogénesis de la funcion de las células de Leydig en mamiferos
involucra dos generaciones. La generacion de células de Leydig tipo fetal es

responsable de la masculinizacion de los caracteres sexuales primarios durante la
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vida fetal y neonatal. Estas son seguidas por la emergencia de la poblacion de tipo
adulta, la cual es responsable de la masculinizacion durante la pubertad (Saez,
1994).

Las celulas de Leydig fetales probablemente persisten en la vida adulta,
aunque su funcion, si la hay, en el adulto es desconocida (Kerr and Kell, 1988).
Poco es conocido acerca de su regulacién paracrina, aungue la ontogenia,
numeros y funcién de las células de Leydig fetales probablemente son reguladas
via mecanismos analogos a aquellos en el adulto, envolviendo sistemas
paracrinos y endocrinos (Christensen, 1975; Gondos, 1977; Kerr et al., 1988).

Las primeras células de Leydig aparecen después de la formacién de los
cordones seminiferos (Gondos, 1980), en la regién intersticial, por diferenciacién -
de las células somaticas mesenquimales. Las células contienen grandes
mitocondrias, gotas lipidicas y reticulo endoplasmico liso. Los testiculos de ratas
fetales empiezan a producir testosterona , in vivo e in vitro, en el dia 15.5 postcoito
(p.c.) (Warren et al., 1973; Habert and Picon, 1984). En el dia 13.5, los testiculos
fetales in vitro son capaces de convertir progesterona vy
dehidroepiandrostenediona en testosterona (Noumura et al., 1966; Gangnerau and
Picon, 1987), y en el dia 14.5 los testiculos pueden convertir pregnenolona en
progesterona (Bloch, 1979). La habilidad del testiculo fetal en desarrolio para unir
especificamente LH y responder a esta hormona tiene lugar entre el dia 14.5 y
15.5, al mismo tiempo cuando la secrecion de testosterona inicia (Géngnerau et
al., 1982; Warren et al., 1984).

La senal que dispara la diferenciacion inicial de las primeras células de
Leydig fetales es desconocida. Aunque la LH y FSH son conocidas por inducir la
multiplicacion y maduracién de la células de Leydig en animales adultos (Kerr and
Sharpe, 1985), la diferenciacién inicial de las células de Leydig fetales en Ia rata
es claramente independiente de gonadotropinas. Las gonadas, removidas y
colocadas en un medio sintético sin alguna hormona o factores de crecimiento a
los 12-13 dias pc, completa su diferenciacién morfolégica (formacion de los

cordones seminiferos y aparicion de las células de Leydig ) y endocrina (secrecion
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de la hormona antimilleriana y testosterona) dentro de 3 dias siguientes
(Gangnerau and Picon, 1987; Agelopoulou et al., 1984; Magre and Jost, 1984).

Como la diferenciacion de las primeras células de Leydig se lleva a cabo
después de las células de Sertoli, se ha sugerido que las células de Leydig
pueden diferenciarse bajo la accion paracrina de las células de Sertoli.

El relativo y acumulativo volumen de células de Leydig fetales decrece
despues del nacimiento, durante la primera y segunda semana postnatal (Lording
and De Krester, 1972).

Se ha sugerido a manera de hipétesis que el decremento relacionado a la
edad en la produccion de testosterona por las células de Leydig fetales durante los
ultimos dias de la gestacidon puede resultar de una disminucién en las
concentraciones de esteroides usados como sustratos para su biosintesis
(Huhtaniemi and Pilliniemi, 1992). El decremento en la funcion de las células de
Leydig durante la vida fetal puede resultar de un decremento en el efecto o la
concentracion de algun factor actuando positivamente paracrino/autocrino, pero

estos datos son todavia de controversia en [a materia.

2.3.3. Desarrollo de las células germinales en la etapa fetal

Durante el desarrollo fetal de los testiculos de los mamiferos, las células
espermatogénicas primitivas o gonocitos, inician varias ondas de actividad
proliferativa, donde la duracion y la extension varia substancialmente de especie a
especie. Los periodos de division de las células germinales que ocurren antes de
la pubertad son llamados pre-espermatogénesis (Hislcher et al., 1974) y las
celulas germinales que participan en estos eventos son descritas
terminolégicamente por su relacion de la presencia o ausencia de mitosis de cada
estadio.

Los gonocitos proliferan muy poco en su migracion temprana dentro de la
cresta gonadal. Una vez envueltos por las células de Sertoli durante la formacion
de los cordones, ellos cesan de dividirse por un periodo. Segln Byskov (1986) la

inclusion de los gonocitos dentro de los cordones es de sobrevivencia para los
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mismos, ya que en el espacio intersticial degeneran. En la rata todos los gonocitos
dentro del testiculo son mitéticamente guiescentes hasta el dia 12 de vida fetal
(Hilscher et al., 1974), tiempo en el que ellos reinician la mitosis y contindan su
division por varios dias. En los ultimos dias de vida fetal y los primeros después
del nacimiento, los gonocitos permanecen no proliferativos y se agrandan
notablemente. Es en este periodo que substancialmente el numero de gonocitos
degeneran (Byskov, 1986). Esta degeneracién probablemente acontece por el
decremento en el diametro de los cordones seminiferos y en nimero de células
germinales (Clermont and Huckins, 1968).

2.4. CELULAS DE SERTOLI

2.4.1. Caracteristicas estructurales de las células de Sertoli

La forma columnar inusual de la célula de Sertoli refleja una configuracién
tridimensional de gran complejidad, ya que continuamente debe alterar su forma
para acomodar las transformaciones estructurales y la movilizacion de celulas
germinales desde la base a la superficie libre del epitelio seminifero (De Kretser
and Kerr, 1994).

Estudios estructurales de las células de Sertoli de la rata en lo estadios I,
VI, VI, IX-XI del ciclo espermatogénico representa variaciones en la forma que
parecen primero indicar configuraciones irregularmente altas y desordenadas
(Kerr, 1984). Asimismo, los margenes de las células de Sertoli son obligados a
experimentar transformaciones para permanecer en asociaciéon con: a) los
volimenes esféricos expandiéndose ejemplificados por las espermatogonias,
espermatocitos y espermatides, b) espermatides maduras, ¢) mitosis
espermatogonial y las divisiones de maduracién meiotica, y d) la formacion y
subsiguiente resolucion del exceso de residuo citoplasmatico de las espermatides.
La reconstruccion del perfil entero de las células de Sertoli de muchas

micrografias de cada célula revela que en la mayor proporcion del ciclo
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espermatogenico de |a rata, la forma general de la célula es mejor descrita como
aita, irregularmente columnar y con numerosos procesos laterales muy delgados y

huecos cilindricos para acomodar la penetracion de las espermatides elongadas.

Caracteristicas estructurales

Nacleo. En una amplia variedad de animales, el nucleo de las células de
Sertoli exhibe una morfologia caracteristica visible con facilidad dentro del area
basal del epitelio seminifero. El nucleo es grande, irregular y usualmente ocupa
una posicion dentro del area basal de la célula, el cual descansa sobre la
membrana basal del epitelio seminifero. Usuaimente los nucleos forman una sola
fila, aunque a veces son desplazados hacia las regiones luminales del tubulo
seminifero. Frecuentemente la membrana nuclear esta altamente plegada. En
roedores, la forma y posicion del nlcleo de las células de Sertoli varia de acuerdo
el estadio del ciclo espermatogénico. El nucleo puede ser frecuentemente
triangular o poligonal en aspecto, alternativamente ellos pueden aparecer
elongados, conforme las espermatides elongadas se desarrollan (Fouquet, 1974).
Dentro de las porciones terminales de los tubulos seminiferos cerca de sus
uniones con el tubuio recto, las células de Sertoli exclusivemente ocupan estos
segmentos terminales, donde su nucleo llega a ser fuertemente empaquetado,
elongado y altamente irregular en perfil (Dym, 1974).

La fina estructura del nucleoplasma de las células de Sertoli revela una
distribucion homogénea de eucromatina con una fina textura fibrilogranular. En la
region se localizan grupos densamente tefiidos y compactadas masas de
heterocromatina, aunque en raras ocasiones pequefas masas de heterocromatina
pueden estar dentro del nucleoplasma o asociados con la membrana nuclear
(Ramos et al., 1979).

Citoplasma: |as regiones basales del citoplasma contienen una abundancia
de organelos e inclusiones, mientras las extensiones apicales usualmente exhiben

Un numero pequefio de tales estructuras.
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En los testiculos de rata y ratones, el aparato de Golgi de las células de
Sertoli consiste de una red primaria, y de laminas membranosas perforadas por
estrechos puentes.

Las células de Sertoli contienen cantidades limitadas de reticulo
endoplasmico rugoso o granular, esto es sorprendente, en vista de la gran
evidencia de que las células de Sertoli producen numerosas proteinas (Lalli, et al.,
1984), algunas de las cuales, tales como la proteina ligadora de andrégenos, son
secretadas en el lumen de los tubulos. Otras, tales como la hormona glicoprotéica
inhibina, puede ser secretada por las células de Sertoli para circular en el plasma
e influenciar la secrecion de FSH (Robertson et al, 1985). EI reticulo
endoplasmico liso ha sido referido como vesicular, tubular, cisternal, fenestrado o
lamelar. En células de Sertoli de ratas, el reticulo endoplasmico liso experimenta
cambios ciclicos en la morfologia, desde tubular a vesicular, en asociacioén con el
ciclo espermatogénico.

2.4.2. Funciones

Los tubulos seminiferos componen la porcion proximal del continuo sistema
conductual que comprende el tracto reproductivo del macho. El tubulo seminifero
es un epitelio complejo compuesto de células de Sertoli y células germinales las
cuales descansan sobre la lamina basal. Las uniones estrechas entre las células
de Sertoli adyacentes forman la base estructural de la mas importante porcion de
la barrera hemotesticular (De Kretser and Kerr, 1994). Parte de la evidencia que
indica la existencia de la barrera hemotesticular es que la composicion del fluido
dentro del tubulo seminifero y la rete testis es diferente de aquella encontrada en
la sangre y linfa testicular. Una consecuencia funcional de la barrera
hemotesticular es mantener un gradiente de iones, moléculas pequenas vy
proteinas entre la sangre y el fluido tubular.

Las células de Sertoli secretan productos que provee a las ceélulas
germinales en desarrollo un ambiente unico, el cual es mantenido por la barrera

hemotesticular. La barrera protege a las células germinales en desarrollo de
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agentes mutagénicos al excluir moléculas pequefas. Toda vez que los
espermatozoides son inmunogénicos, la barrera hemotesticular también sirve para
secuestrar a esta poblacién de las células del sistema inmune.

Las células de Sertoli producen mas de 100 proteinas diferentes (Bardin et
al., 1988), cerca de una tercera parte de ellas han sido caracterizadas o
identificadas (Ségou, 1992, 1993). Probablemente, todas estan involucradas en la
comunicacion células de Sertoli-células germinales, como factores que controlan
la proliferacion celular, diferenciacion y metabolismo; transporte o proteinas de
union, proteasas, componentes de la matriz extracelular; metabolitos energéticos;
y componente de los complejos de conexion o de la membrana de las células de
Sertoli (Ségou et al., 1993).

Las células de Sertoli dedican un porcentaje alto de su sintesis de proteinas
para la sintesis y secrecién de glicoproteinas (Griswold, 1993). Las glicoproteinas
secretadas por las células de Sertoli pueden ser colocadas en varias categorias de
acuerdo a sus propiedades quimicas. La primer categoria incluye las proteinas
transportadoras tales como transferrina y ceroplasmina (Sylvestre, 1993). La
segunda categoria de proteinas secretadas incluye proteasas e inhibidores de
proteasas, supuestamente importantes en procesos de remodelacién de tejidos
que ocurren durante la espermiacién y movimientos de espermatocitos
preleptotenes dentro del compartimiento adluminal (Fritz et al., 1993). La tercer
categoria de secreciones de las células de Sertoli incluye las glicoproteinas que
contribuyen en la conformaciéon de la membrana basal entre las células de Sertoli
y las células peritubulares (Skinner, 1993). Finalmente, las células de Sertoli
secretan un clase de glicoproteinas reguladoras, las cuales funcionan como
factores de crecimiento o factores paracrinos e incluyen productos tales como la
AMH e inhibina (Skinner, 1993).

2.4.3. Las células de Sertoli y la espermatogénesis

La espermatogénesis en altos vertebrados es dependiente de las funciones

de las células de Sertoli. De acuerdo a Griswold (1998), tres lineas de
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investigacion han enfatizado la importancia de las células de Sertoli en la
espermatogénesis en mamiferos. La primera linea menciona que el desarrollo de
las células germinales in vivo e in vitro depende de la presencia de las células de
Sertoli. La segunda, indica que la funcién y eficiencia de las células de Sertoli
parece ser limitante para el nimero de células germinales. La tercera linea, sefala
que la regulacion endocrina de la espermatogénesis es resuitado de la accién
hormonal en las células de Sertoli (Fritz, 1978). Los androgenos y la FSH ejercen
sus acciones en la espermatogénesis por interaccién con receptores localizados
en o sobre la membrana plasmatica de las células de Sertoli (Fritz, 1978).

El nimero de células de Sertoli establecido durante el periodo prepuberal
_determina la talla testicular final y el nimero de espermazoides producidos en
animales sexualmente maduros (Berndtson et al., 1987; Jonhson et al., 1994).
Esto es debido a que la division de las células de Sertoli ocurre antes de la
pubertad, posterior a esta la poblacién de las células permanece estable. Las
células de Sertoli pueden soportar solamente un limitado numero de células
germinales (Franca and Rusell, 1998; Rusell and Peterson, 1984;). El periodo de
proliferacion postnatal de células de Sertoli esta bien establecido en ratas vy
ratones (Joyce et al., 1993; Orth, 1984; Vergouwen et al., 1991).

Uno de los descubrimientos que soportan el requerimiento de las células de
Sertoli en la espermatogénesis, es que el numero de células de Sertoli parece
limitar el numero de células germinales (Berndtson et al., 1987, 1990; Hoechereau
et al., 1987). Ei numero maximo de células germinales soportadas por las células
de Sertoli varia entre especies, pero esto es constante dentro de una especie
(Rusell et al., 1990).

El mantenimiento y control de la funcién testicular y el proceso de la
espermatogénesis requiere interacciones cooperativas entre los diferentes tipos de
células somaticas (Skinner, 1987). Un tipo de células criticas son de Sertoli, las
cuales ayudan a formar el tubulo seminifero y proveen la citoarquitectura y soporte
nutricional para el desarrollo de las células germinales. Por lo tanto, la regulacion

de la funcion y diferenciacion de la célula de Sertoli indirectamente afecta el
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desarrollo de la célula germinal. Las células peritubulares forman el borde exterior
de los tubulos seminiferos y en conjuncién con las células de Sertoli producen la
membrana basal requerida para el mantenimiento morfolégico del tibulo normal
(Norton, 1992).

La diferenciacién de las células de Sertoli primordiales empieza durante la
vida fetal, seguida por un periodo de rapida proliferacion, el cual en las ratas
~ empieza al final de la vida fetal y continia durante el periodo neonatal hasta el
inicio de la espermatogénesis; periodo en el que las células de Sertoli detienen la
proliferaciéon y experimentan diferenciaciéon en células adultas (Bardin et al, 1994).
Aunque la poblacion de las células de Sertoli en el adulto es determinada durante
el periodo proliferativo en una edad temprana, algunos factores disminuyen o
aumentan este proceso, el cual puede tener profundos efectos en la poblacién de
las células de Sertoli. Las cuales determinaran la talla testicular y la producciéon
espermatica.

La hemicastracion de animales prepuberales induce la hipertrofia del
testiculo remanente, caracterizado por incremento en el numero de células de
Sertoli (Orth et al., 1984) y células espermaticas (Simorangkir et al., 1995), los
cuales son asociados con grandes concentraciones de FSH y receptores para
FSH (Orth et al., 1984; Schanbacher et al., 1987a). La magnitud de la hipertrofia
es grande cuando la cirugia es realizada a una edad temprana (Cunningham et al.,
1978). Lo cual sugiere favorables efectos de la FSH en la poblacion de las celulas
de Sertoli indiferenciadas, induciendo una gran tasa de proliferaciéon y estimulando
la espermatogénesis.

Otro interesante descubrimiento en ratas es que el hipotiroidismo inducido
durante la vida postnatal temprana, incrementé la talla testicular hasta en un 80%
y la produccion espermatica en mas de 140% comparados con los testigos.
Asimismo fue asociado con incrementos de 157% en las células de Sertoli, 100%
en espermatocitos preleptotenes y espermatogonias y, 69% en células de Leydig
(Cooke et al., 1994).
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Informacién adicional de la importancia de las células de Sertoli en la
espermatogénesis es mostrada en la especies reproductivas estacionales. En
carneros, el numero de células de Sertoli permanece relativamente estable a
través del afno, pero la actividad metabélica de estas células varia entre |la estacion
reproductiva y la no reproductiva, en respuesta al fotoperiodo (Courot, 1980). Sin
embargo, en algunas especies estacionales, como el venado rojo (Hochereau- de-
Reviers and Lincoln, 1978) y los caballos (Jonson and Thompson, 1983), existe
una clara evidencia de las fluctuaciones en el numero de células de Sertoli, en
respuesta a los cambios estacionales, con incrementos en el numero durante la
estacion reproductiva y decrementos en el numero durante la estacion no
reproductiva.

2.5. FACTORES REGULADORES DE LA PROLIFERACION DE LAS CELULAS
DE SERTOLI

2.5.1. Hormona Foliculo Estimulante ( FSH)

Las células de Sertoli tienen la capacidad de unir FSH y contienen mRNA
para receptores FSH (Kliesch et al. 1992). Se han reportado receptores para FSH
en espermatogonia (Orth and Christensen, 1978), y es argumentado que la
accion de la FSH es mediada a través de las células de Sertoli. Muchos estudios
han mostrado que la FSH estimula la sintesis de mMRNA y proteinas en células de
Sertoli inmaduras (Means et al., 1976) e incrementa la secreciéon de proteinas
especificas tales como proteina ligadora de androgenos (ABP), transferrina e
inhibina (Gonzalez et al., 1988).

Ademas de estimular la secrecion de las células de Sertoli, la FSH juega un
importante papel en el citoesqueleto y en las uniones célula germinal-célula de
Sertoli. Esta accion puede estar relacionada a la capacidad de las células de
Sertoli a unirse a espermatides, garantizando su retenciéon dentro del epitelio del

tubulo seminifero.
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Varios aspectos del metabolismo de las células de Sertoli son regulados por
la FSH, sugiriendo que la FSH asi como testosterona influyen en el metabolismo
de los lipidos en esta célula; sin embargo la naturaleza exacta del efecto no esta
bien establecido. La actividad colesterol esterasa de la célula de Sertoli es
también modulada por la FSH. La FSH influye en el metabolismo energético de la
célula de Sertoli, que incluye la estimulacién de la salida de la glucosa (May and
Mita, 1984), produccion de lactato (Mita et al., 1982) y la actividad del glucogeno
fosforilado (Slaughter and Means, 1983).

La FSH tiene un papel clave en la promocién del desarrollo y division de las
células de Sertoli en el desarrollo testicular y lo mismo en la capacidad
reproductiva del animal. En soporte, la hipertrofia testicular, llevada a cabo por la
elevacion de la FSH inducida por hemicastracion, ocurre sclamente si la
hemicastracion es hecha antes de finalice el periodo proliferativo de las células de
Sertoli.

La FSH es considerada el principal factor responsable de la divisién de las
celulas de Sertoli (Orth, 1982, 1984; Almiron and Chemes, 1988). La FSH tiene una
profunda influencia sobre la proliferacion de las células de Sertoli en el periodo pre y
postnatal (Orth, 1984). La FSH tiene un efecto de estimulacién dependiente de la
edad en la proliferacion en el testiculo postnatal temprano. Observaciones de estudios
in vitro en ratas, indican que la proliferacién de las celulas de Sertoli en respuesta a
FSH es alta inmediatamente después del nacimiento y cesa en el dia 18,
correspondiendo al modelo observado para proliferacion normal de células de Sertoli
en vivo (Orth, 1982). Esta hormona también regula la proliferacion de las células de
Sertoli en el neonato (Orth, 1984). Antes de los 20 dias de edad en la rata, la FSH
incrementd la sintesis de DNA y la actividad mitética en las células de Sertoli
(Griswold et al., 1976, 1977). Esta respuesta disminuye con el incremento en la edad
y no esta presente en el adulto.

La habilidad de la FSH para actuar en las células de Sertoli en el testiculo
de las ratas adultas depende del estadio del ciclo espermatogénico dentro del

tubulo seminifero. Diferencias en el prolongamiento de la estimulacion de FSH
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entre estadios del ciclo son el resultado de las diferencias en el numero de
receptores de FSH presentes. El numero de receptores de FSH en el testiculo
(numero por célula de Sertoli) de carneros adultos se incrementé alrededor de un
70% durante la activacion estacional testicular. Esto puede explicar el cambio
brusco y el reciclaje de receptores unidos a membrana que ocurre en las células
de Sertoli (Bardin et al., 1994), ya que se estimula el reflejo de unién a FSH de
los receptores. En el reinicio del desarrolio estacional testicular, el numero de
celulas de Sertoli se mantuvo constante, pero el nimero de células germinales se
incrementé significativamente. Los resultados indican que la FSH regula sus
propios receptores en el carnero, ademas de otros factores tales como la
interaccion paracrina entre células germinales y células de Sertoli (Simoni et al.,
1997), por eso la influencia en la secrecién de inhibina y otras funciones de las
células de Sertoli depende de la FSH.

2.5.2. Hormonas tiroideas

La hormona tiroides se considera que inhibe la divisién de las células de
Sertoli pero promueve su diferenciaciéon. La hormona tiroides actlian directamente
sobre sus receptores, los cuales son expresados en altos niveles en la
proliferacion de las células de Sertoli, y declinan hacia el final del periodo
proliferativo (Orth, 1984). Un novedoso papel de la hormona tiroidea en la divisién
de las células de Sertoli ha sido demostrado en la induccién de hipotiroidismo
neonatal transitorio en ratas, que conduce a una extension en la duracion de la
mitosis de las células de Sertoli por 30 dias, un incremento que tiene lugar en la
presencia de pocos hajos de FSH (Kirby et al., 1992). Las hormonas tiroideas
pueden afectar las funciones testiculares directa e indirectamente (Palmero et al.,
1988), pero estos efectos varian dependiendo de la edad del animal (Meisami et
al., 1994). Los testiculos de animales adultos se considera que no responden a las
hormonas tiroideas (Oppenheimer et al.,1974). Lo anterior soporta el concepto de
un papel critico para las hormonas tiroideas en el desarrollo testicular durante el

periodo perinatal. El 6-propyl-2 thiouracil (PTU) un potente goitrégeno reversible,

25



indujo un hipotiroidismo neonatal transitorio y resulté en un incremento de la talla
testicular adulta y produccion espermatica en ratas (Cooke and Meisami, 1991),
hamsters (Kirby et al., 1993) y ratones (Joyce et al., 1993). Las concentraciones
en suero de FSH y LH fueron reducidas significativamenfe en ratas hipotiroideas
sin afectar las concentraciones de testosterona. El incremento en la talla testicular
en ratas adultas tratadas con PTU fue también acompafado por un aumento en la
produccion espermatica. La produccién espermatica diaria (DSP) aument6 en un
83% a los 90 dias de edad y alcanzé el nivel maximo por el dia 160 de edad,
cuando la DSP en ratas tratadas con PTU fue de 140% mas de lo observado en
los testigos (Cooke, 1991).

En la rata, la maxima proliferacion de las células de Sertoli ocurre al final de
la gestacion y en el periodo perinatail (Orth, 1982), coincidiendo con el inicio de la
funcion de la tiroides fetal (Dubois and Dussault, 1977), con la maxima capacidad
de union de Tz en el testiculo (Jannini et al., 1990) y con la expresion de la
secrecioén de proteina ligadora de andrégenos (ABP) inducida por FSH, produccion
de cAMP vy actividad aromatasa. El numero de células de Sertoli dividiendose
decrece con el incremento de la edad postnatal y cesa antes de la pubertad
(Collard and Griswold, 1987); por este tiempo la capacidad de unién de T3 (Jannini
et al., 1990) y expresion de receptores de tiroides en células de Sertoli son
disminuidos significativamente. La FSH es la principal sefial para la proliferacién
de las células de Sertoli y esta consideracion esta involucrada en la hipertrofia
testicular compensatoria después de la hemicastracion neonatal o en la
inmunizacion contra estradiol, inhibina o GnRH. Datos recientes sobre la accion de
T3 sobre el desarrollo de los testiculos indican que la misma esta involucrada
dramaticamente en la regulacién de la talla testicular final, por afectar la
diferenciacion del epitelio seminifero (Janini, 1995).

En la rata, las células de Sertoli al nacimiento estan diferenciadas. Estas
células, como consecuencia experimentan maduracién estructural de hormonas y
actividad bioguimica durante la vida postnatal, transformandose a una célula de

Sertoli madura que caracteriza al testiculo puberal y adulto (Gondos and
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Berndtson, 1993). Francavilla et al., (1991) demostraron que el hipotiroidismo
postnatal inhibié la diferenciacion de las células de Sertoli y causo un retraso en la
aparicién del lumen de los tdbulos seminiferos y un rechazo en la aparicion de
lipidos citoplasmaticos en estas células. Ademas, el hipotiroidismo incrementé la
degeneracion de las células germinales y bloqued la progresion de las células
germinales para el desarrollo de una espermatide (Francavilla et al., 1991). Estos
resultados, subsecuentemente confirmados por Van Haaster et al., (1992) usando
PTU, sugirieron que las hormonas tiroideas son necesarias para la diferenciacion
normal de las células de Sertoli y el desarrollo de su capacidad para soportar la
total espermatogénesis.

Las concentraciones de T, son disminuidas en ratas tratadas por 5 dias con
PTU (Kirby et al., 1992). Durante la mayoria del periodo de tratamiento de PTU,
los niveles de T4 caen hasta el limite de la detectabilidad (Kirby et al., 1992,
Tamasy et al., 1986). Las concentraciones de T3 son también suprimidas durante
el tratamiento de PTU, pero en un grado menos severo (Kirby et al., 1992; Tamasy
et al., 1986). Siguiendo al cese del tratamiento de PTU, las concentraciones de
estas dos hormonas incrementaron y retornaron a [o normal aproximadamente a
los 45 y 50 dias (Kirby et al., 1992; Tamasy, 1986).

Los primeros trabajos establecieron que el hipotiroidismo mas que el propio
PTU es el responsable de los cambios testiculares. Sin embargo, no esta claro si
el hipotiroidismo afecto el desarrollo testicular directamente, al producir otros
cambios como son alteraciones en la circulacion de las hormonas pituitarias o de
otro tipo, las cuales pueden ser responsables del incremento en la talla testicular y
la produccion espermatica. (Cooke et al., 1994).

La primera semana de vida postnatal ha sido identificada como el periodo
critico de los efectos del PTU (Cooke et al., 1992).

E! numero de células de Sertoli parece ser el principal regulador de la
magnitud de la produccién espermatica en la rata (Berdtson and Thompson, 1990;
Orth et al., 1988), ovino (Hochereau de Reviers et al., 1984), caballo (Jonhson y

Thompson, 1983), y humano (Jonhson et al., 1984). Durante la vida neonatal, la



proliferacion de las células de Sertoli en la rata es al inicio alta pero posteriormente
decrece lentamente. Esta proliferacién termina antes de las 3 semanas de edad
(Orth, 1982), al llevarse a cabo la diferenciaciéon de estas células (Gondos and
Berndtson, 1993), permitiendo a esta edad, establecer la poblacion de células de
Sertoli adulta (Cooke et al., 1992).

El incremento en las poblaciones de las células de Sertoli por tratamientos
de PTU, se debe a una mayor mitogénesis de estas células en respuesta en la
presencia de algunos factores estimuladores, una disminucién en un factor que fue
normalmente inhibitorio, o puede también resultar de una alteracion en la cinética
normal de la division de las células de Sertoli adulta (Cooke et al., 1992; Naggy,
1972).

Cooke et al.,, (1992) establecieron que el PTU actiia por aumentar el
periodo de proliferacion neonatal de las células de Sertoli en la rata y, por afectar
lentamente la disminucidn normal en la tasa de mitogénesis de las células de
Sertoli durante la vida neonatal.

Segun estudios previos usando PTU, se indica que el nivel de FSH, el
mitégeno primario para el desarrollo de las células de Sertoli, fue menor durante el
periodo de proliferacién de las células de Sertoli, indicando claramente que el
aumento en la mitogénesis no fue debido a la exposicién de FSH aumentada.
Ademas, datos recientes indican que los niveles de mRNA testicular para el
receptor de FSH, no aumentaron durante el periodo postnatal temprano,
sugiriendo que el incremento en la respuesta mitogénica a FSH no fue tampoco el
responsable por el incremento en la proliferacion de la células de Sertoli (Bunick et
al., 1993). La aparente ausencia de uno u otro incremento en la estimulacion de
FSH en la respuesta de las células de Sertoli en las ratas tratadas con PTU, asi
como la presencia de receptores de hormonas tiroideas en las células de Sertoli y
la habilidad de estas hormonas para afectar la actividad secretora de estas
células, que el efecto de PTU resulto de efectos directos de las hormonas tiroideas
sobre las células de Sertoli. Las hormonas tiroideas normalmente trabajan para

inhibir la proliferacién de las células de Sertoli. Estudios por Van Haaster et al.,
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(1993) indican que la induccién del hipertiroidismo en ratas neonatales causo una
prematura terminacion de la proliferacién de las celulas de Sertoli y una
disminucién en |a talla testicular esperada.

En ratas recién nacidas, largamente expuestas en vivo a Tz por 16 dias,
aceleraron el desarrollo testicular por reducir la actividad proliferativa de las
celulas de Sertoli y gonocitos, anticipando la formacién del lumen, y reduciendo el
peso final del testiculo adulto (Van Haaster et al., 1993). Mas que un efecto directo
sobre la tasa de proliferacion de las células de Sertoli, parece que la T; acelera la
diferenciaciéon terminal de células de Sertoli inmaduras en células proliferativas
funcionales (Van Haaster et al., 1993). E! hipotiroidismo crénico producido por la
administracién de methimazole desde el nacimiento a la pubertad, induce a un
retraso en la maduracién de los tubulos seminiferos, en su didmetro y en el
numero de células germinales por tibulo, con incremento en la degeneracién vy
arresto en la maduracién, conduciendo a una talla testicular final reducida
(Chowdhury et al.,, 1984; Francavilla et al., 1991; Van Haaster et al., 1993).
Ademas las células de Sertoli muestran desarrollo retrasado, como se indico por el
retraso en la aparicion de los lipidos citoplasmaticos y en el desarrollo del lumen
tubular (Francavilla et al., 1991).

Las hormonas tiroideas estimulan a las células de Sertoli a secretar
nutrientes (lactato), esencial para la sobrevivencia de las células germinales (isa) y
factores de crecimiento, tales como IGF-I, el cual estimula la sintesis de DNA en
células germinales mitdticas (Soder et al., 1992). De esta manera, los efectos de
Ts sobre el grupo de linea germinal probablemente resultan de una sefal
paracrina desde las células de Sertoli (Janini, 1995). Las hormonas tiroideas
parecen ser cruciales en la regulacion de la mitogénesis y en el establecimiento de
la funcién secretora de las células de Sertoli del testiculo durante el periodo
postnatal temprano, lo cual se refuerza por: a) Los receptores de la hormona
tiroides son expresados en niveles altos durante el final de la vida fetal y las
primeras semanas del testiculo postnatal en desarrollo, predominantemente en las

células de Sertoli; b) Las deficiencias de las hormonas tiroideas retardan la
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diferenciacion de las células de Sertoli y las hormonas tiroideas directamente
estimulan la produccién de proteinas clave secretadas por las células de Sertoli de
ratas juveniles in vitro; y c). Alteraciones del ambiente de las hormonas tircideas
durante el desarrollo pueden ser usadas para producir un incremento en la talla
testicular, produccion espermatica y la proliferacion neonatal y/o numero de
células de Sertoli adultas, células de Leydig, células peritubulares y células
germinales (Cooke et al., 1994).

La produccién de ciertas proteinas tales como IGF-l se disminuyeron en
células de Sertoli de ratas hipotiroideas y, las hormonas tiroideas directamente
afectaron in vitro la secrecion de proteinas tales como ABP e IGF-| de células de
Sertoli inmaduras (Fugassa et al., 1987; Palmero et al ., 1989, 1990).

Cooke et al., (1993) propusieron un mecanismo por el cual las hormonas
tiroideas, normalmente actuan de forma directa sobre las células de Sertoli
durante la vida neonatal para causar en ellas su diferenciacion de su estado
mitogénico postnatal temprano al no-mitogénico. En animales tratados con PTU,
las concentraciones de las hormonas tiroideas se reducen lentamente, en la
transicion desde un estado mitogénico a un estado secretor maduro, resultando en
una mitogenesis prolongada y una poblacién de células de Sertoli incrementada.

El mecanismo por el cual la ausencia de las hormonas tircideas, puede de
manera directa estimular la mitogénesis de las células de Sertoli permanece poco
claro. Este efecto puede involucrar la modulacion de la respuesta a FSH, que es
también critico para la iniciacion de la actividad secretora en la maduracion.
Parece poco probable que el hipotiroidismo esté actuando por alteracion de la
cinética de la division de las células de Sertoli (Nagy, 1972), debido a que el
tratamiento con PTU decrecié la duracion del ciclo de la célula en la proliferacion
de las células de Sertoli, esto pudo resultar en un aumento en la mitogénesis
durante el periede proliferativo normal, pero no la marcada extension en la
proliferacion de las células de Sertoli actuailmente observada en ratas tratadas con
PTU. Mientras que el escenarioc mas probable es que la deficiencia de hormona

tiroidea inhibe la transicién de las células de Sertoli desde la inmadurez, del pool
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de células en proliferacion dentro del pool de mas diferenciadas, células no
mitogénicas.

El incremento en la poblacién de las células de Sertoli en ratas tratadas con
PTU puede producir un aumento en la proliferacion de las células germinales,
células de Leydig y células peritubulares que caracterizan este fenémeno. Los
efectos estimuladores del hipotiroidismo temprano sobre la poblaciéon de las
células de Sertoli, Leydig, germinales y peritubulares son iniciaimente
enmascarados por la inmadurez de las células de Sertoli en animales
hipotiroideos. Esta inmadurez resulté en un retardo en el lumen abierto de los
tubulos seminiferos y la inhabilidad de estas células de Sertoli para soportar los
estadios avanzados de las células germinales en desarrollo, el cual conduce a la
degeneracion de las células germinales e incremento en la talla testicular
observada en estos animales. El reestablecimiento del eutiroidismo permite la
completa madurez de las células de Sertoli; la poblacién de las células de Sertoli
incrementada entonces interactia con la poblacion espermatogénica caracteristica
en adultos tratados con PTU.

Los receptores testiculares de las hormonas tiroideas fueron primero
detectados en las células de Sertoli de la rata postnatal temprana, y ultimamente
demostrados en las células de Sertoli de cerdos jovenes (Palmero et al., 1992). El
periodo mitogénico de las células de Sertoli es muy corto en ratas y ratones;
empieza al final de la gestaciéon para ambas especies y continua hasta 12 dias
postnatales en ratones (Joyce et al., 1993; Vergouwen et al., 1991) y cerca de 16
dias en la rata (Orth, 1982; Van Haaster et al., 1992). Consecuentemente, la
mitogénesis de las células de Sertoli no ha sido cuantificada en otras especies,
pero la proliferacion neonatal de las células de Sertoli se extiende fuera de 60 dias
en el conejo y 40 en los ovinos (Gondos y Berntson, 1993). Ademas resultados
preliminares de Hess y Cooke indican que en toros la proliferacion de las células
de Sertoli puede ser detectada después de los 5 meses de edad. Existen
diferencias en la longitud del periodo proliferativo postnatal, la intensidad de la

proliferacion varia entre especies durante este periodo.
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Cooke (1994) hipotetizé que el tratamiento de PTU seria mas efectivo en
especies en las cuales los intervalos proliferativos de las células de Sertoli fuesen
cortos, ya que la mitogénesis de las mismas es inicialmente alta, pero tiende a
caer repentinamente en un periodo corto. Consecuentemente, los tratamientos
con PTU pudieran ser menos efectivos en especies en las cuales la tasa maxima
de proliferacion de las células de Sertoli es baja, pero la mitogénesis ocurre sobre

un periodo prolongado.

2.5.3. Activina e inhibina

Las activinas son miembros de la familia de factores de crecimiento TGF@,
son formados por la dimerizacion de dos subunidades llamadas 84 y Bg de tres
proteinas, activina A (dimero Ba Ba ) activina B (Bs Be ) y activina AB (Ba Bg). La
inhibina, la cual antagoniza con algunas de las acciones de activinas, resulta de la
dimerizacion de una subunidad comun a con otra subunidad B para formar
inhibina (a Ba). Ambas inhibina y follistatin, una activina unida a una proteina con
la capacidad de antagonizar esencialmente todas las acciones conocidas de las
activinas, son también producidas en el testiculo. Varios estudios han demostrado
que en el testiculo de animales perinatales, la proteina de la subunidad a de la
inhibina es expresada en células de Sertoli y células de Leydig, pero no en
células germinales (Cuevas et al., 1987, Jarred et al., 1999; Madjic et al., 1997). E|
mRNA de follistatin ha sido reportado en células de Sertoli (Kaipa et al., 1992) y en
algunas células germinales del testiculo adulto (Meinhardt et al., 1998; Ogawa et
al., 1997). En estudios previos, donde se usaron fragmentos de cultivos, se
encontraron cambios dependientes de la edad en funcién de la activina y la FSH
como reguladores de la proliferacién de las células de Sertoli en el desarrollo del
testiculo postnatal temprano de ratas (Boitani et al., 1995). En otros estudios, la
adicion de activina A a cocultivos de células de Sertoli y células germinales en el
dia 20 del testiculo de la rata incrementd la proliferacion espermatica y la
formacién de cordén (Mather et al., 1990); solamente el ultimo de estos procesos

fue blogqueado por la adicién de follistatin (Mather et al., 1993).

32



La activina y la FSH parecen influenciar la proliferacion de las céiulas de
Sertoli y de las células germinales en el testiculo de la rata, ya que sus efectos en
las células de Sertoli han sido observados por cambios durante el desarrollo
postnatal. Las acciones coordinadas de activinas y sus antagonistas, follistatin e
inhibina, pueden determinar la progresion del desarrollo del testiculo temprano en
presencia de FSH (Boitani et al., 1995).

La FSH estimula a las células de Sertoli para producir la subunidad a de la
inhibina (Toebosch et al., 1988; Morris et al., 1988; Bicsak et al., 1987; Bhasin et
al., 1994), la cual puede causar un cambio de la produccién de activina a inhibina
en estas celulas, pero sin alterar la sintesis de FSH (Michel et al., 1993).
Generalmente, la maduracion de los gonocitos a espermatogonia puede resultar
de los efectos combinados de follistatin e inhibina como antagonistas de activina,
con FSH como estimulo para regular e! factor celular y la produccién de inhibina.

La concentracion de inhibina en carneros es incrementada al final de la vida
fetal (Miller et al., 1997) y en los primeros meses después del nacimiento
(Schanbacher, 1988; Sanford et al., 2000), cuando las células de Sertoli estan
finalizando su proliferacion (Hochereau-de Reviers et al.,, 1987). Existe un
pequefo incremento en la inhibina en carneros maduros durante la activacién
testicular estacional (Sanford et al., 2000). La inhibina esta involucrada en la
supresion de la secrecion de FSH en la vida fetal tardia (Miller et al., 1997)
durante la pubertad (Al-Obaidini et al., 1987; Tilbrook et al., 1999a) y en la edad
adulta (McKeown et al., 1997; Tilbrook et al., 1999b). Ademas, ia inhibina dimérica
y formas de la subunidad a de inhibina pueden actuar como reguladores
paracrinos y autocrinos en el testiculo (Gnessis et al.,, 1997; Schneyer et al,,
1991).

La secrecion de inhibina por las células de Sertoli puede ser regulada por
mecanismos paracrinos que actuan en el testiculo. Las células de Sertoli en
algunas especies de roedores y machos humanos tienen receptores de
andrégenos, y la funcion de la célula normal requiere de la testosterona y de la

FSH (Sanford et al., 1993). De tal manera, que la testosterona es un candidato

33



para reguiar a la inhibina. El efecto de la testosterona puede ser mediado
indirectamente por otras células blanco de andrégenos tales como las células
mioides tubulares. Las células peritubulares de la rata secreta un factor paracrino
no mitogénico, P-Mod-S, en respuesta a testosterdna, el cual estimula la secrecion
de un numero de proteinas de las células de Sertoli, incluyendo inhibina (Gnessi et
al., 1997).

2.5.4. Estrogenos

Las células de Sertoli producen cantidades considerables de estrégenos
durante el periodo de division, lo que sugiere que los estrégenos estan
involucrados en este proceso. La actividad de la aromatasa es alta en las células
de Sertoli de ratas prepuberales, declinando en las maduras. Hormonalmente es
regulada, principaimente por FSH.

Los estrégenos también pueden estar involucrados en la maduracion de las
células de Sertoli durante el periodo post-proliferativo. Sharpe et al. (1998),
compararon el efecto de la exposicion neonatal a tratamientos con antagonistas
de DES o GnRH. Estos estudios mostraron, que de vez en cuando los
antagonistas DES y GnRH decrecieron los niveles de FSH y el numero de las
células de Sertoli, la DES caus6é un mayor retraso de la maduracion de las células
de Sertoli y defectos permanentes en la espermatogénesis e histologia testicular
en el adulto (Sharpe et al., 1998), sugiriendo que los estrogenos exdgenos tienen
un papel inhibitorio en la maduracion de las células de Sertoli.

La teoria propuesta por Dorrington and Khan (1993), de que los estrogenos
tienen un efecto estimulatorio en la divisién de las células de Serfoli, porque
afectan negativamente la diferenciacion y desarrollo de las células de Sertoli es
soportado por varias observaciones:

1.- Por demostrar que la produccién de estrogenos es alta en la proliferacion de
las células de Sertoli (Papadopoulos et al., 1986, 1993; Dorrington and Khan,
1993).
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2.- Al final del periodo de la proliferacion de las células de Sertoli, la actividad de
aromatasa iniciada e inducida por FSH declina, particularmente debido a un
decremento de las células de Sertoli en respuesta a FSH.

3.- Coincidentemente con la caida en la produccién de estrogenos y la actividad
mitética de las células de Sertoli, el TGFB, el cual puede estimular la mitosis de las
celulas de Sertoli en respuesta a los estrégenos, también declina (Dorrington and
Khan, 1993).

4 .- La hormona tiroides, la cual estimula la diferenciacién de las células de Sertoli
(Bunick et al., 1994; Cooke et al., 1994), decrece la actividad aromatasa en células
de Sertoli prepuberales (Ulises et al., 1994).

5.- La capacidad de las células de Leydig para producir testosterona se
incrementa aproximadamente a los 14 dias posparto (Hardy et al., 1991), y los
androgenos han mostrado que inhiben la actividad aromatasa de las células de
Sertoli, directamente (Verhoeven and Cailleau, 1988) o via efectos mediados por
andrégenos en las céluias peritubulares (Verhoeven and Caileau, 1988),
sugiriendo que los andrégenos de las células de Leydig en maduracion puedan
participar en la regulacién de la aromatasa durante el inicio de la divisién o
diferenciacion de las células de Sertoli.

6.- Varios factores de crecimiento producidos por las células de Sertoli pueden
controlar la produccion de estrégenos de las células de Sertoli y responder a FSH.
Regulando de esta manera la aromatasa durante el periodo de la division y la
diferenciacion (Dorrington and Khan,1993).

7.- Las células germinales, las cuales estan inician su desarrollo entre el periodo
de division y diferenciacién de las células de Sertoli, decrecen la actividad
aromatasa de las células de Sertoli (Le Magueresse and Jegou, 1988).

En resumen, la proliferacion normal, diferenciacién y maduracion funcional de las
células de Sertoli es esencial para la iniciacién de la espermatogeénesis y el
completo potencial espermatogénico en el adulto. Estudios en los cuales se
administran estrogenos muestran que la proliferacién y funcién de las células de

Sertoli pueden ser afectadas por estrogenos exégenos y sustancias tipo
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estrogenos, conduciendo a defectos permanentes en la funcion reproductiva en el
adulto.

2.5.5. Andrégenos

Las celulas de Sertoli tienen receptores (Sanborn et al., 1977; Tindall et
al., 1977) de andrégenos que median los efectos de la testosterona. Algunos de
estos efectos simulan a los de la FSH. Algunas de las acciones de la testosterona
parecen oponerse a aquellas de FSH; por ej. los andrégenos inhiben el redondeo
de las ceélulas de Sertoli en cultivo inducido por FSH, presumiblemente por
activaciéon de la organizacion actina (Chevalier and Dufaure, 1981). Existen
también cambios morfoldgicos en las células de Sertoli carentes de andrégenos,
estos incluyen alteracion en la morfologia nuclear y mitocondrial, incremento en ia
cantidad de gotas lipidicas, y decremento en el reticulo endoplasmatico liso (Dym
and Raj, 1977).

Los efectos en vivo de la testosterona son dependientes del estado de
diferenciacion del epitelio seminifero. En animales inmaduros hipofisectomizados
por un gran periodo, los niveles testiculares pero no epididimales de rABP se
incrementaron posteriormente al tratamiento de andrégenos (Gunsalus et al.,
1978). En animales maduros, existe un lento decremento en los niveles de rABP
'testiculares y epididimales seguido a la hipofisectomia que puede ser prevenido
por la administracién de andrégenos (Gunsaius et al., 1981). Si las células de
Sertoli estan completamente diferenciadas, sus funciones pueden ser mantenidas
sélo por la testosterona, mientras que la adquisicion del tipico estado
indiferenciado de adultos intactos ocurre en respuesta a FSH.

Finalmente, debe ser notado que parte de los efectos de la testosterona en
las células de Sertoli parecen ser mediados por la accion de este esteroide sobre

las células mioides testiculares (Skinner and Fritz, 1985).
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2.5.6. Otras hormonas esteroideas

La hidrocortisona y la progesterona incrementan la secrecion de ABP in
vitro (Rich et al., 1983). La progesterona tambien incrementa la RNA polimerasa ||
en cultivos enriquecidos de células de Sertoli; Wangle et al., sugieren que estas
respuestas pueden ser mediadas a través de los receptores de estrégenos (Bardin
et al., 1994).

2.5.7. Insulina y factores de crecimiento tipo insulfina (IGF-I)

Si bien otras hormonas polipeptidicas tales como la insulina no han sido tan
extensamente estudiadas como la FSH, se conoce que juegan un papel
importante en la regulacién de la funcion de las células de Sertoli. La insulina es
considerada como un factor esencial para el crecimiento de estas células en un
medio libre de suero, donde tiene efectos sobre maltiples parametros metabc')licos;
(Mather and Sato, 1979; Karl and Griswold, 1980). Los efectos sobre la funcién
especifica diferenciada en las células de Sertoli de la insulina muestran que es
esencial para la secrecion de transferrina y rABP (Karl and Griswold, 1980).

Un receptor para IGF-l designado receptor IGF tipo |, ha sido bien
caracterizado y localizado en la membrana de las células de Sertoli (Borland et al.,
1984; Vanelli et al., 1988) y Leydig (Handelsman et al., 1985) y secundariamente
en espermatocitos y espermatides tempranas (Tres et al., 1986; Vanelli et al.,
1988). Por lo tanto, puede ser postulado que el IGF-I juega un papel autocrino en
la regulacion de la funcién de las células de Sertoli y de Leydig y puede jugar un
papel paracrino en el ciclo del epitelio semiinifero (Baker et al., 2001).

IGF-| puede ejercer un primer efecto en la capacidad de las células de
Sertoli para responder a FSH y ademas estimular la mitogénesis en ambas
celulas inmaduras, de Sertoli y de Leydig (Baker et al., 2001).

2.5.8. Glucagon

E! glucagon posee efecto sobre las células de Sertoli (Eikvar et al., 1985),

incrementando los niveles de cAMP y tiene una magnitud y respuesta cinética
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similar a la de FSH. Una de las consecuencias de la estimulacion del glucagon es
un incremento en la velocidad de la aromatizacion de la testosterona, una
respuesta también producida por FSH (Eikvar et al., 1985).

2.5.9. Pro-Opiomelanocortina (POMC)-péptidos derivados

Los péptidos derivados de la hormona precursor a POMC, que incluyen a
ACTH, aMSH y B-endorfina, tienen una variedad de efectos sobre las céluias de
Sertoli (Bardin et al., 1984; Krieger et al., 1984). Para buscar un posible efecto de
la B-endorfina sobre los testiculos, se realizd una investigacion sobre el
crecimiento del testiculo en animales jovenes con potentes antagonistas de
opioides, naimefene o la naloxona, inyectados intratesticularmente en ratas
neonatas incrementandose la hipertrofia compensatoria seguida de la castracién
unilateral (Gerendai et al., 1983, 1986). La naloxona y el antisuero de B-endorfina
incrementaron la division de las células de Sertoli en cultivos de testiculos
neonatos (Orth, 1986).

Ratas machos hericastrados tratadas con un antagonista opioide fueron
también asociadas con un aumento en la secrecion de rABP (Bardin et al., 1984
Gerendai et al., 1986). El incremento en el tamafio testicular y secrecion de rABP
seguido de la administracion de antagonistas es consistente con la hipotesis que
la B-endorfina y otros opioides inhiben la secrecién y crecimiento de las células de
Sertoli durante el desarrollo testicular temprano y son antagonistas a
gonadotropinas durante este periodo. Recientes estudios han mostrado la
presencia de receptores B-endorfinas en las células de Sertoli.

La B-endorfina inhibe la division de las células de Sertoli estimulada por la
FSH y otras funciones reguladas por la FSH via modulacion de la actividad de
adelinato ciclasa (Boitani et al., 1985; Gerendai et al., 1986; Fabbri et al., 1989),
mientras que la ACTH y la a-MSH estimulan notablemente la division celular y la
funcion de las células de Sertoli, por produccion de ABP e inhibina (Bardin et al.,
1984; Boitani et al., 1986). La a-MSH también estimula la produccién de cAMP y

actividad aromatasa pero inhibe la produccioén del factor plasminégeno en cultivos
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de células de Sertoli de rata juvenil (Boitani et al., 1988). Los efectos de oposicion
de estos péptidos relacionados en la funcién de las células de Sertoli proveen un
interesante ejemplo de la regulacién local. En vivo, las concentraciones de f-
endorfina son bajas en el testiculo de la rata antes de los 20 dias de edad, cuando
la division de las células de Sertoli ocurre, y se elevan a valores adultos entre 20
y 60 dias de edad (Adams and Cicero, 1989), asi que esto soporta in vitro la
evidencia de la inhibicién de la division de las células de Sertoli mediada por la §-
endorfina. De cualquier modo, no puede ser asumido que las endorfinas tienen un
papel puramente pasivo en el testiculo adulto inhibiendo la division de las células
de Sertoli. Las endorfinas pueden estimular la produccion de GnRH (Engelhardt,
1989), el cual en turno puede regular la produccion de B-endorfina en el testiculo
adulto (Fabbri et al., 1989). Las gonadotropinas y los esteroides pueden
igualmente regular la produccién de B-endorfina dentro del testiculo.

La secrecion y produccién testicular de factores tipo LHRH por células de

Sertoli es incrementado por encefalinas (Saint Pol et al., 1988) e inhiben la

produccion de B-endorfina por las células de Leydig (Fabbri et al. 1989).

2.6. Resumen de la revision de literatura

De acuerdo a la informacion consultada, puede notarse la importancia que
tienen las células de Sertoli como parte de la formacién del testiculo, toda vez que
la aparicion de estas es el primer evento que se identifica en la diferenciacion
sexual, al caracterizarse por la produccion de la hormona antimuleriana que
origina la desaparicién de los conductos de Miiller; asi mismo forman parte de la
citoarquitectura de los tubulos seminiferos y se unen de manera firme para dar
origen a la barrera hemotesticular, la cual origina un microambiente necesario
para la meiosis y la espermatogénesis y el aislamiento de las células germinales
de los agentes inmunogénicos.

Por otro lado la espermatogénesis es dependiente de las células de Sertoli,
ya que la regulacion endocrina de esta es el resultado de la accién hormonal en

las células de Sertoli, asi también el numero, funcién y eficiencia de las células de
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Sertoli parece ser limitantes en el nimero de las células germinales, toda vez que
una célula de Sertoli solo puede soportar un determinado numero de células
germinales, de acuerdo a la especie.

Finalmente hay que recordar que las células de Sertoli tienen un periodo de
actividad proliferativa muy limitado, el cual regularmente se lleva a cabo en la
etapa fetal y postnatal temprana, ante de que ocurra la pubertad, estableciéndose
la poblacion total de estas células y la futura talla y produccién espermatica del
individuo.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Hipétesis

El mayor crecimiento testicular en los borregos Black belly se observara alrededor
de los 60 a 70 dias.

Durante las primeras semanas de vida, la poblacion de las células de Sertoli se
vera incrementada en relacién al peso testicular total y por unidad de peso de
tejido tubular y epitelio germinal, esta relacion se invertird durante las semanas
subsiguientes a la etapa de mayor crecimiento testicular.

4.2 Objetivos

Conocer el desarrollo testicular de los borregos Black belly, desde el nacimiento,

pubertad y antes de que alcancen la madurez sexual total.

Caracterizar el desarrollo de la poblacién de las células de Sertoli e identificar la

edad a la cual el nimero de éstas permanece estable.

Caracterizar el desarrollo de las diferentes estructuras testiculares, incluyendo los

tubulos seminiferos y el tejido intersticial.
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5. EXPERIMENTO
Estudio morfométrico del desarrollo testicular de ovinos Black belly
Resumen

Jesls Herrera Alarcén: Estudio morfométrico del desarrollo testicular de
ovinos Black belly. (Bajo la direccién del Dr. Héctor Jiménez Severiano).

Los objetivos de la presente investigacion fueron: conocer el desarrollo testicular
de los borregos Black belly, desde el nacimiento, pubertad y antes de alcanzar la
madurez sexual total y caracterizar el desarrollo de las diferentes estructuras
testiculares y de la poblacién de células de Sertoli, para identificar la edad a la cual
el numero de éstas permanece estable. Se utilizaron 49 borregos distribuidos en 9
grupos, de tal forma que cada grupo de corderos fue castrado cuando tuvieron 0,
3,6,9, 12, 15,18, 21 6 32 semanas de edad (n= 4 a 6 por grupo). Los testiculos
fueron fijados y procesados para inclusién en parafina mediante técnicas de rutina;
se hicieron cortes de 5 um de espesor y se tifieron con hematoxilina-eosina, para
ser evaluados mediante técnicas de morfometria cuantitativa. EI mayor
crecimiento testicular ocurri6 entre las 9 y 15 semanas de edad. El diametro de los
tibulos seminiferos entre el nacimiento y la semana 15. A las 12 semanas pudo
notarse la presencia de lumen en mas del 70% de los tubulos estudiados, mientras
que a las 15 semanas se empezaron a observar células germinales en el estadio
de espermatides. La longitud de tibulos seminiferos aumenté entre el nacimiento
y la semana 18, a partir de la cual permanecié estable. La proporcion de tejido
tubular se incrementé entre la semana 9 y 12 y después permanecié sin cambios,
excepto por un aumento significativo en la semana 18. Los volumenes totales de
tejido tubular y germinal aumentaron entre el nacimiento y la semana 18 y
después no hubo cambios significativos. Los resultados de las variables de las
células de Sertoli fueron: el volumen individual por nicleo de Sertoli se vio
aumentado en la semana 12 y 21 (p<0.05); el nimero total de nicleos de Sertoli
aumenté entre el nacimiento y la semana 15 y después permanecié estable. Los
nucleos de Sertoli por gramo de epitelio germinal, por gramo de tejido tubular y
por gramo de parénquima mostraron decremento significativo siendo esta
disminucion mayormente notada en la edades de 9 y 12 semanas (P<0.05). En
conclusién: (i) el desarrollo testicular ocurre en paralelo al aumento en el diametro
y longitud de los cordones/tubulos seminiferos; (ii) la proliferacion de las células de
Sertoli ocurre durante las primeras semanas postnatales y antes de las 15
semanas de edad.

Palabras claves: Células de Sertoli, Ovinos Black belly, Desarrollo Testicular.
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Introduccion

Uno de los eventos poco estudiados y de gran importancia desde el punto
de vista productivo es el desarrollo testicular, pues éste determina en gran medida
la edad a la cual los machos pueden ser utilizados como reproductores, sin que
afecten su desarrollo corporal y su vida reproductiva. Las génadas crecen antes
de y durante la pubertad, como consecuencia del aumento de los tubulos
seminiferos y del tejido intersticial, indicativos del inicio y desarrollo de la
espermatogénesis y la esteroidogénesis, respectivamente. Los cambios durante el
desarrollo testicular pueden ser evaluados y son herramientas importantes que
ayudan a identificar el potencial reproductivo de los futuros sementales. El
desarrollo testicular en ovinos puede variar entre raza y es el reflejo de los
procesos endocrinos y fisiolégicos que estan ocurriendo internamente, de tal forma
que el grado de crecimiento y maduraciéon testicular depende directamente del
grado de participacion de estos procesos.

El desarrollo y funcion de las células germinales estan fuertemente
determinados por las células somaticas (células de Sertoli, de Leydig y
peritubulares), siendo éstas de suma importancia para el funcionamiento normal
de los testiculos; entre ellas, se ha considerando a las células de Sertoli como las
mas importantes para inducir el desarrollo y diferenciacion de las células
germinales. En animales de laboratorio se ha demostrado que la proliferacién de
las células de Sertoli ocurre después de la diferenciacién sexual y antes del inicio
de la espermatogénesis, con un claro crecimiento de los testiculos debido a la
proliferacién de las células de Sertoli. El nimero de células de Sertoli es el
principal determinante del tamafo testicular y la produccion espermatica, de tal
forma que los factores que influyen la poblacion de estas células tendran un efecto
importante sobre la funcion testicular en el animal adulto.

La capacidad de multiplicacion de las células de Sertoli es alta durante la
vida fetal y menor después del nacimiento (Hochereau-de Reviers et al., 1987), de
tal forma que la poblacion total de células de Sertoli presente en un animal adulto
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es determinada durante etapas avanzadas del desarrollo fetal y durante etapas
prepuberales de la vida postnatal (Bardin et al., 1994). Durante este periodo las
células de Sertoli permanecen relativamente indiferenciadas y sin desarrollar
completamente sus caracteristicas funcionales, al hacerlo pierden su capacidad de
multiplicarse y forman una poblacion estable dentro del tubulo seminifero (de
Krester y Kerr, 1994; Wrobel, 2000).

En las ratas, las células de Sertoli pierden la capacidad de proliferacion
aproximadamente a los 20 dias de edad (Meachem et al., 1996); en humanos y
otros primates, existe una etapa de multiplicaciéon neonatal y otra durante el
periodo peripuberal (Sharpe, 1994). En rumiantes domésticos (carnero y toro) se
ha sugerido que esta diferenciacion sucede entre 6 y 10 semanas de edad
(Sharpe, 1994); en ovinos, aparentemente después de los 60 a 70 dias de edad el
numero de células de Sertoli permanece relativamente estable (Hochereau-de-
Reviers et al., 1987). En este (ltimo estudio, los rangos de edad utilizados son
muy amplios y en algunas razas se reportan aumentos entre los 100 y 200 dias de
edad, por lo que dificimente puede llegarse a una conclusién con relacién a la
edad en que las células de Sertoli dejan de proliferar.

Con base en los antecedentes presentados, se percibe la posibilidad de
incrementar la produccion espermatica en los rumiantes domeésticos, lo cual podria
tener un impacto econémico importante. Sin embargo, es necesario adquirir un
mejor conocimiento del desarrollo de los diferentes componentes del tejido
testicular y de los mecanismos involucrados en la evolucién de las poblaciones
celulares, especialmente de los periodos de mayor proliferacién de las células de
Sertoli y de la interaccion de éstas con las células germinales.

La finalidad del presente trabajo es conocer y determinar el desarrollo
testicular en corderos, asi como caracterizar el desarrollo de la poblacion de las
células de Sertoli, por su importancia en la futura capacidad espermatogénica del
individuo.
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Material Y Métodos

El presente experimento fue realizado en la Posta Zootécnica de la
Universidad Auténoma de Querétaro, ubicada en la localidad de Amazcala,
Municipio EI Marqués, Querétaro, México; situada en una latitud norte de 20° 43’ y
una latitud oeste de 100° 15', con una altitud de 1850 metros sobre el nivel del mar
(COTECOCA, 1989). El clima es BSw (semi-seco estepario con lluvias en verano)
y una vegetacion compuesta de matorral espinoso con plantas carnosas y pastizal.
La temperatura promedio es de 16.7 °C, y una precipitacién pluvial anual promedio
de 485.4 mm, presentandose la mayor precipitacion de junio a agosto y la menor
de diciembre a marzo (INEGI, 1993).

Manejo General y Alimentacién de los Animales

Se utilizaron 49 corderos de la raza Blackbelly, nacidos entre julio y
septiembre (grupos 0 a 21 semanas) o en marzo (grupo 32 semanas), los cuales
fueron pesados y registrados al nacimiento. Los corderos siempre estuvieron en
estabulacién, alojados en corrales de 100 m? por cada 25 hembras con sus crias;
durante la lactancia tuvieron acceso libre a agua y a un concentrado con 14% de
P.C (78% de sorgo, 20% pasta de canola y 2% de sales minerales), el cual se
encontraba en un “creep feeding” o trampa para corderos. Los corderos fueron
destetados a los 75 dias de edad en promedio, vacunados contra clostridiasis
(Clostridium chauvoei, Cl. septicum, Cl. novyi, Cl. sordelli, Cl. perfringens tipos C y
D), desparasitados y se les aplicé subcutaneamente vitamina E y selenio. En este
momento se separaron los machos y se alojaron en corrales, con un espacio
individual de 2.5 m?. Después del destete la alimentacién estuvo basada en alfalfa,
concentrado (el mismo recibido durante la lactancia) y agua a libre acceso.
Los animales fueron distribuidos en 9 grupos, de tal forma que cada grupo de
corderos fuera castrado cuando tuvieran 0 (antes de los 3 dias de edad), 3, 6, 9,
12, 15,18, 21 6 32 semanas de edad (n= 4 a 6 por grupo); dentro de cada grupo,
la diferencia en edades no era mayor de 3 dias. Al llegar a la edad

56



correspondiente los borregos pertenecientes a cada grupo de edad fueron
pesados y castrados quirtrgicamente, bajo anestesia local con xilocaina al 2%.
Antes de la castracion, a cada animal se le tomé una muestra de sangre de la
vena yugular, para la determinaciéon de las concentraciones de las hormonas
tiroideas T3 y Ts. Todas las muestras se colectaron de septiembre a diciembre.

Preparacién y Procesamiento de los Tejidos

Después de la castracion, los testiculos fueron separados del epididimo y
del tejido conectivo y se les tomé el peso de manera individual (izquierdo y
derecho). En muchos animales, principaimente en los mas pequefios no fue
posible separar la tlinica albuginea, por lo que para estimar el peso del
parénquima testicular se consideré que éste representa el 93.6% del peso
testicular (valor obtenido de las mediciones hechas en animales postpuberales
procedentes del mismo rebafio). En los animales mayores a seis semanas, el
testiculo derecho fue cortado longitudinalmente y se obtuvo una muestra de la
parte superior, de aproximadamente 1 cm®, evitando la ‘rete testis”; en los
animales de seis semanas o menos, el testiculo derecho fue fijado entero, pero los
cortes evaluados fueron tomados de la parte superior.

Las muestras fueron procesadas de acuerdo al método descrito por
McCoard et al. (2001), llevandose a cabo primero la fijacion del tejido con
paraformaldehido al 4% en solucion salina amortiguadora de fosfatos de Dulbecco
0.15 M (PBS, pH 7.4), con agitacion suave. Después de 4 horas de fijacion, la
solucién fijadora se cambi6 por una cantidad similar, pero mas fresca y se dejé en
agitacion durante toda la noche bajo refrigeraciéon. Después de la fijacion, el fijador
fue desechado realizandose un lavado de las muestras con PBS (2X1 hora), las
cuales posteriormente fueron deshidratadas gradualmente en soluciones de
diferentes concentraciones de etanol (50, 70, 80, 95 y 100%; 2x 1 hora cada una),
y aclaradas en xileno (2x1 hora). Para facilitar la infiltracion con parafina, las
muestras fueron pre-infiltradas con una soluciéon saturada de parafina (Paraplast
plus, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, MA) en xileno durante toda la noche y
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finalmente infiltradas y embebidas en parafina. De cada muestra se obtuvieron dos
cortes seriados de 5 pm de grosor, los cuales fueron montados en portaobjetos
previamente gelatinizados y se dejaron secar a 37 °C toda la noche.
Posteriormente, los cortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, mediante el
método de hematoxilina de Mayer, procedimiento progresivo que tifie los nucleos,
y almacenados a temperatura ambiente hasta su analisis por morfometria
cuantitativa.

Morfometria Testicular y Conteo de las Células de Sertoli

Las secciones tefiidas con hematoxilina fueron observadas bajo un
microscopio (Nikon E600) en campo claro a 200x, con una camara digital Cool
SNAP fx conectada a una computadora. Para el conteo y las mediciones de los
tibulos seminiferos (alrededor de 100 tubulos por borrego), se dividié cada
seccion en cuatro cuadrantes y se eligidé al azar un campo dentro de cada
cuadrante. La adquisicién y procesamiento de las imagenes para llevar a cabo las
diversas mediciones fue realizada con el programa IPLab Scientific Imaging
Software (las imagenes fueron de tamafio 1024 x 1024 pixeles, cada pixel esta
formado de 16 bits), estimandose en micrometros los siguientes parametros: area,
perimetro, diametro mayor y diametro menor de los tlibulos seminiferos. Se
consideré por separado la medicion de los tdbulos con lumen y sin lumen y se
realiz6 la mediciéon del lumen de cada tubulo. El porcentaje del volumen ocupado
por el intersticio fue obtenido por sustraccion del volumen tubular del total del
volumen del parénquima. Algunas muestras presentaron algun grado de
deformacion y encogimiento, por lo cual se hizo una correccién por el grado de
encogimiento del tejido; el area trazada de cada tubulo encogido fue dividido por el
area trazada por la huella aparente alrededor de cada tubulo (borde de la curva
del intersticio); el area del tubulo encogido fue dividida por este factor antes de que
los porcentajes de tejido intersticial y tubular fueran calculados (Jiménez-
Severiano et al., 2005). Todos los célculos morfométricos de volumen se hicieron
con base en el peso del parénquima; se consideré una relacion de 1:1 entre el

58



peso de los testiculos (g) y su volumen (cm®), debido a que la densidad especifica
del tejido testicular es muy cercana a 1 (Russell et al., 1990).

El conteo y medicion de los nucleos de las células de Sertoli se hicieron en
imagenes tomadas bajo un microscopio de campo claro, a un aumento de 1000x,
utilizando el programa Sigma Scan Pro (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Para
esto se seleccionaron cuatro tdbulos seminiferos de cada cuadrante, cortados
transversalmente, cuantificandose en cada uno de ellos el numero de las células
de Sertoli, definidas por sus nicleos. En los mamiferos, los nucleos de la células
de Sertoli son localizados cerca de la periferia del tibulo seminifero, cerca de la
lamina basal del tubulo, presentan una forma alargada u ovoide, el interior del
nucleo muestra una indistinta textura granular fina y tipicamente exhibe nucleolos
que contienen la regién centromérica de la mayoria de los cromosomas
(heterocromatina) de la célula. El nimero de nucleos contados en cada campo fue
corregido por el diametro nuclear y el grosor del corte, de acuerdo a la formula de
Abercrombie (1946) y los calculos posteriores y datos son presentados como el
numero corregido de nucleos celulares. Asi mismo se midié la periferia de cada
nucleo celular y el diametro nuclear fue obtenido como el promedio de sus
diametros mayor y menor. Para determinar el nimero de células de Sertoli por
gramo de tejido y por testiculo, se usaron las formulas de Wreford (1995), donde el
nimero total de nucleos de Sertoli por testiculo fue el producto del volumen
testicular y la densidad del volumen nuclear en el testiculo (ej. masa total de los
nucleos por testiculo, dividido entre volumen nuclear individual promedio). El
contorno de los nucleos dentro del epitelio fue trazado para determinar el
porcentaje de volumen ocupado por los nlcleos y el area promedio de cada
nucleo (se midieron alrededor de 210 ntcleos por cordero). El volumen promedio
de cada nucleo fue calculado usando la férmula para una esfera alargada, es
decir; 4/3m x a x b?, donde a=radio mayor y b=radio menor. El nimero de células
por gramo de tubulo, por gramo de epitelio y por gramo de parénquima fue
calculado al dividir el nimero total de nucleos entre el peso tubular total, entre el

peso del epitelio germinal y entre el peso del parénquima, respectivamente.
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Anélisis de Hormonas Tiroideas (T3 y Ty)

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 1600 rpm durante 5 min, a
4 °C; el suero fue separado y almacenado a -20°C hasta su analisis. Las
concentraciones de T3 y T4 fueron determinadas por un radioinmunoanalisis de
fase sélida usando estuches comerciales (Coat-A-Count, Diagnostic Products
Company, Los Angeles CA). El coeficiente de variacion intraensayo fue de 4.6 %
para T3 y 3.8 % para Ta.

Anélisis Estadistico

Para el analisis de los datos, los valores fueron previamente transformados
a su logaritmo natural para homogenizar las varianzas, debido a que éstas
presentaban una tendencia proporcional a la magnitud de los valores; después del
analisis, los datos logaritmicos fueron convertidos a valores reales para
presentarlos en los cuadros y graficas. Para todas las variables, los datos fueron
analizados como un disefio completamente al azar, mediante el procedimiento
GLM de SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC), incluyendo en el modelo la edad de los
corderos. Los promedios de cada grupo de edad fueron comparados entre si
mediante la opcién PDIFF de SAS. Adicionalmente, los datos de volumen nuclear
individual y numero total de células de Sertoli se sometieron a un analisis de
regresion lineal usando el procedimiento REG de SAS para encontrar la ecuacion
que explicara mejor el desarrollo de estas variables a través de la edad. Ademas,
se hizo un andlisis de correlacion entre las principales variables de estudio (PROC
CORR, SAS).
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Resultados

Peso corporal y crecimiento testicular

La Fig. 1 muestra que el peso corporal incrementé conforme avanza la
edad, con un mayor incremento de aproximadamente un 100% de la semana 9 a
la 12, posteriormente la tasa de crecimiento disminuye. Existi6 una correlacién
altamente significativa (r=0.89, P < 0.0001), entre el peso corporal con el testicular
(datos no presentados).

Como se observa en la Fig. 2, la masa testicular se incrementé de manera
paulatina desde el nacimiento hasta la 9a semana, posteriormente existieron dos
aumentos considerables, el primero de 11.57 + 1.99 g a las 9 semanas hasta
71.39 £ 10.02 g a las 12 semanas de edad y el segundo a las 15 semanas (145.28
+ 20.4 g); después de la semana 15 el peso testicular mostré una menor tasa de
crecimiento, hasta alcanzar 260 + 19 g a las 32 semanas de edad.

Morfometria testicular

La Fig. 3 describe el desarrollo histolégico de los testiculos a través de las
diferentes edades de los borregos Black belly. En la misma puede apreciarse la
estructura sélida de los tibulos seminiferos durante las primeras semanas, para
posteriormente adquirir un lumen y contar con diferentes tipos celulares de la linea
espermatogénica.

Proporcién del Tejido Tubular y Epitelio Germinal. Los tdbulos seminiferos
ocuparon 31 a 40% del parénquima testicular desde el nacimiento a las 9
semanas edad (Cuadro 1); esta proporcion aumenté en la semana 12 hasta
alcanzar un pico de 69% en la semana 18 (P < 0.05), después de esta edad el
tejido tubular representé entre 52 y 56 % del parénquima testicular. Una
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correlacién positiva fue encontrada entre la proporcién de tejido tubular y la edad
(r=0.60, P<0.0001).

El porcentaje de tejido germinal tiene un desarrollo muy parecido al
porcentaje de tejido tubular (Cuadro 1); entre la semana 6 y 32 hay pocas
diferencias (36 a 44% del parénquima testicular), excepto en la semana 18, donde
se observa un pico de 58 % (P < 0.001).

Volumen Absoluto del Tejido Tubular y Epitelio Germinal. El volumen
absoluto de tejido tubular incrementé lentamente del nacimiento a las 9 semanas
de edad (Cuadro 1), entre la semana 9 y 12 se observé un aumento de 8 veces
(de 4.26 + 0.08 a 36.53 + 5.58 c¢cm®), manteniéndose el incremento hasta la
semana 18, edad a la cual ya no se observo mayor aumento hasta la semana 32.
El volumen total de los tibulos seminiferos por testiculos fue alta y positivamente
correlacionado con la edad (P < 0.001) y con el volumen absoluto del epitelio
germinal (P < 0.001) (Cuadro 2).

El volumen absoluto del epitelio germinal aumenté en forma parecida al
tejido tubular (Cuadro 1), con aumentos significativos entre el nacimiento y la
semana 18 (P < 0.05), sin observarse mayor incremento después de esta edad.
Por lo tanto la correlacién entre el volumen absoluto del epitelio germinal y la edad
fue alta (P < 0.0001), de igual manera con la longitud de los tabulos seminiferos (P
< 0.0001) (Cuadro 2).

Didmetro de los Tubulos Seminiferos. El diametro de los tibulos
seminiferos incrementé lentamente desde el nacimiento hasta las 9 semanas de
edad (Cuadro 1); posteriormente presenté dos periodos importantes de
crecimiento, el primero de aproximadamente 100% entre las semanas 9y 12 (P <
0.001) y el segundo de 50%, entre las semanas 12 y 21. El diametro de los tubulos
se mantuvo relativamente sin cambios entre la semana 15 y la 32. El diametro
tubular se correlacioné alta y positivamente con la presencia de espermatides (P <
0.0001) y con la edad (P < 0.0001) (Cuadro 2).
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Longitud Total de los Tubulos Seminiferos. El Cuadro 1 también muestra
que la longitud de los tubulos seminiferos por testiculo incrementé en forma
constante mas de 12 veces entre el nacimiento y las 18 semanas de edad.
Observandose la mayor tasa de crecimiento entre las 9 y 18 semanas de edad.
Después de ésta, la longitud se mantuvo constante. La longitud total de los
tubulos seminiferos se correlacioné significativamente con el peso testicular (r =
0.88; P < 0.0001; datos no presentados), y con la proporcion de tejido de tejido
tubular en el testiculo (P < 0.0001) (Cuadro 2).

Presencia de Lumen y Espermatides en los Tubulos Seminiferos. La
proporcion de tubulos con lumen se correlacioné de forma significativa con la edad
(r=0.83) y en mayor grado con el diametro tubular (r=0.95) (Cuadro 2). Es
interesante notar que la presencia de lumen en los tubulos se hace aparente
apenas tres semanas antes de la presencia de espermatides, o sea en la semana
12, en una proporcion que rebasa el 78%, aunque en algunos animales el 100%
de los tubulos evaluados tenian lumen desde ésta fecha. El porcentaje promedio
de tubulos con lumen continué aumentando hasta llegar al 100% en la semana 32
de edad. (Fig. 3 y Fig. 4A).

La aparicion de espermatides alargadas en los tibulos seminiferos fue nula
desde el nacimiento hasta las 12 semanas de edad; en la semana 15 se empiezan
a ver las primeras espermatides alargadas, incrementandose su presencia hacia la
semana 18 (Fig. 4B). De las principales correlaciones referidas a la presencia de
espermatides, se detect6 alta relacion con la edad (r=83, P < 0.001), con el
diametro (r=0.78, P < 0.001) y el volumen tubular (r=0.89, P < 0.001) (Cuadro 2).

Células de Sertoli.
Del nacimiento a las 9 semanas de edad, en borregos Black belly los
nucleos de las células de Sertoli se sitian en la periferia de tlbulo, siendo estas

las Unicas células aparentes dentro del tibulo seminifero (Fig. 5). Posterior a estas
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edades y con la aparicion del lumen, diferentes células pueden ser notadas, asi
mismo los nucleos de Sertoli son situados mas interiormente (Fig. 6 ).

Volumen Individual y Total de los Nicleos de las Células de Sertoli. El
nicleo fue variable en tamafo y forma y, siempre fue localizado cerca de la
periferia de los tldbulos. El promedio del volumen individual por nucleo al
nacimiento fue de 78.4 + 6.3 um® (Fig. 7), no hubo diferencias significativas entre
las semanas 6y 32 (92.8 + 10.5a2107.3+ 8.6 pm"), excepto por dos aumentos (P
< 0.05), observados en las semanas 12 (139.7 £ 11.2 pm®) y 21 (154 £ 17.4 pm?).
El volumen total ocupado por los nicleos de Sertoli aumento constantemente
conforme avanzé la edad de los corderos hasta la semana 15 de edad (Cuadro 3),
momento en el cual empezé a estabilizarse, de tal forma que entre las semanas
18 y 32 no hubo cambios significativos.

Namero Total de Células de Sertoli. El nimero de células de Sertoli por
testiculo se correlacioné altamente con el peso testicular (r=0.91, P < 0.0001). El
numero total de nucleos de células de Sertoli por ambos testiculos mostré
diferencias significativas desde el nacimiento hasta las 15 semanas de edad (Fig.
8A), incrementandose aproximadamente 22 veces en este lapso. Posterior a esta
fecha, el numero de células de Sertoli mostré una tendencia a estabilizarse. Al
parecer se presentaron dos periodos que marcan el mayor crecimiento en cuanto
a la poblacién de nucleos de Sertoli, el primero de las 0 a las 9 semanas y un
segundo de la 12 a la 15. El desarrollo de la poblacién de células de Sertoli fue
mejor descrito mediante una ecuacién de regresion cuadratica, considerando el
logaritmo natural del nimero de células contra la edad de los animales (Fig. 8B).

Namero de Nucleos de Células de Sertoli por Gramo Tejido Testicular. El
numero de células de Sertoli por gramo de tejido disminuyé conforme avanzé la
edad (Cuadro 3). El nimero de células de Sertoli por gramo de epitelio germinal y
por gramo de tejido tubular fue alto al nacimiento y a las 3 semanas de edad,



posteriormente fue disminuyendo hasta la semana 12, la disminucién mas drastica
fue observada entre las semanas 9 y 12, lo cual coincidié con otros eventos, como
la mayor tasa de crecimiento testicular, el mayor aumento en el volumen del tejido
tubular y epitelio germinal y el mayor aumento en el diametro de los tibulos
seminiferos. El valor observado a las 12 semanas de edad representé sélo entre
18 y 23% del valor observado en la semana 9 y entre 11 y 14% del observado al
nacimiento. Entre el nacimiento y las 9 semanas de edad no hubo diferencias en el
numero de células de Sertoli por gramo de parénquima testicular (Cuadro 3); la
disminuciéon mas importante se observo entre la semana 9 y 12, pues hubo una
reduccién de 75%. Después de las 12 semanas de edad no se observaron
mayores cambios.

Concentraciones Séricas de Hormonas Tiroideas. La Fig. 9 muestra que la
concentracion sérica de T3 decrecid de 368 + 93 ng/ml al nacimiento, a 196 £ 49
ng/ml a las 3 semanas de edad (P < 0.001); posteriormente disminuyo
paulatinamente, aunque sin cambios (P > 0.05) significativos hasta la semana 15
(144 + 36 ng/ml). En la semana 18 (101 + 25 ng/ml) disminuy6 (P < 0.05) con
relaciéon a las semanas 0 a 9 y hacia la semana 32 se observd otra disminucion
(52 + 13 ng/ml; P < 0.05). La concentracién de T4 fue alta al nacimiento (12.9 + 2.4
ng/ml) y decreci6 a 6.6 + 1.2 ng/ml a las 3 semanas de edad (P < 0.05);
posteriormente se mantuvo relativamente sin cambios hasta la semana 21 (P >
0.05) y volvié a decrecer en la semana 32 (3.8 + 0.7 ng/ml), aunque la diferencia
fue significativa sélo con relacién a la semanas 0 a 15 (P < 0.05).
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Discusién

El tamafio y peso testiculares aumentaron con la edad, generando una
curva de crecimiento de forma sigmoidea, similar a lo reportado previamente
(Skinner, 1968a), siendo lento en las primeras semanas, con un rapido incremento
entre las semanas 9 y 15, lo cual concuerda con datos presentados para otras
razas (Dyrmundsson, 1973; Hochereau-de-Reviers et al., 1987); después de la
semana 15, el crecimiento contintia de una manera gradual hasta la madurez
sexual (Crim and Geschwind, 1972a, b). El aumento mantenido del crecimiento
testicular, es indicativo del desarrollo de los tubulos seminiferos en longitud y
diametro (Kilgour et al., 1998) y del inicio de la espermatogénesis, proporcionando
espacio para la produccion espermatica, ademas del aumento del tejido
intersticial.

Las correlaciones observadas en el presente estudio entre el peso testicular
y el peso corporal decrecieron con la edad, de tal forma que no fueron
significativas a las 21 semanas. Otros estudios han mostrado correlaciones entre
el tamafio testicular y el peso corporal en ovinos pre y postpuberales (= 0.69;
Yarney et al., 1990) y en bovinos (r=0.30 a 0.55; Amann, 1970). Ademas Lunstra
et al. (1978) encontraron que el peso corporal se correlacioné con la circunferencia
escrotal (r=0.73) en toros al afio de edad; de hecho parece haber un cierto grado
de asociacion entre peso corporal y tamafio testicular en toros jovenes.

En el presente estudio, el nimero de células de Sertoli en los primeros dias
de edad coincide con datos presentados previamente en corderos neonatos por
Courot (1971). Se sabe que la actividad mitética de las células de Sertoli es
maxima durante la vida fetal tardia y postnatal temprana en ratas (Steinberger, et.
al., 1971; Orth, J., 1982), ratones (Kluin, et.al., 1984) y conejos (Sun, et al., 1981),
declinando constantemente durante el periodo postnatal, hasta cesar
definitivamente después del inicio de la espermatogénesis (Wang, et al., 1989). En
el testiculo fetal de ovinos, las células de Sertoli experimentan hasta 8 divisiones
mitéticas, 6 de las cuales se llevan a cabo antes de los 110 dias de gestacion;
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entre el dia 110 de la gestacion y el nacimiento, la proliferacion de las células de
Sertoli es reducida y después del nacimiento ésta incrementa otra vez (Courot,
1962).

En el presente estudio, la actividad proliferativa de las células de Sertoli se
establecié durante las primeras semanas de vida y al parecer se detuvo después
de las 12 semanas de edad, coincidiendo con los estudios realizados por Gondos
y Berndtson (1993), quienes establecen que la proliferacion de las células de
Sertoli se extiende mas alla de los 40 dias. Nuestros datos indican que el nimero
de células de Sertoli del nacimiento hasta las 15 semanas de edad, incrementé
aproximadamente 22 veces, lo cual representd aproximadamente 4.5 ciclos de
duplicacion; en términos relativos, este aumento es menor a los ocho ciclos de
duplicacién que ocurren durante la vida fetal, entre la diferenciaciéon sexual y el
nacimiento. Por lo tanto se puede resumir, que en el cordero existen dos periodos
de maxima actividad mitética de las células de Sertoli, la primera posterior a la
diferenciacion sexual y antes de los 110 dias de gestacion y, la segunda durante
las primeras semanas después del nacimiento.

La importancia de conocer el desarrollo de la poblacion de células de
Sertoli, radica en que el nimero de estas células en el testiculo adulto determina
el tamano testicular y la produccion espermatica diaria (Berndtson et al., 1987;
Hochereau-de Reviers et al., 1987). Esta relacién ocurre ya que cada célula de
Sertoli tiene la capacidad para soportar un nimero limitado de células germinales
(Orth et al., 1988), la cual varia entre especies, pero es relativamente constante
dentro de una misma especie (Sharpe, 1994). Solamente las células de Sertoli
inmaduras proliferan, asi que el nimero de células de Sertoli final es determinado
antes de la pubertad. En otras palabras el nimero de células de Sertoli
establecido durante el desarrollo testicular determina la capacidad de produccion
espermatica en animales sexualmente maduros (Orth et al., 1988; Hess et al.,
1993). De acuerdo a los resultados encontrados en la presente investigacion, se
puede asumir que la poblacién final de las células de Sertoli se establecié después
de las 12 semanas de edad, ya que a partir de la semana 15 no se detectaron

67



diferencias entre edades. Después de estabilizarse el nimero de estas células, el
desarrollo testicular puede continuar hasta que todas las células de Sertoli han
alcanzado su maxima capacidad funcional y puedan mantener la integridad de la
barrera hemo-testicular, evitando contacto fisico entre el sistema inmune del
organismo y las células germinales y proporcionando un medio bioquimico
favorable para el desarrollo las células germinales (Steinberger and Steinberger,
1971; Berndtson, 1987).

Durante las primeras seis semanas de vida no hubo cambios en el nimero
de células de Sertoli por unidad de volumen de tejido tubular o epitelio germinal, a
pesar de que la poblacién de células de Sertoli iba en aumento, lo cual indica que
otros componentes del epitelio seminifero, iban aumentando en paralelo. Es muy
probable que estos componentes hayan sido espermatogonias, las cuales podrian
haber estado en proceso de mitosis, en preparacién para el inicio de la
espermatogénesis, lo cual, sumado al aumento del nimero de células de Sertoli,
contribuyé al aumento observado en el volumen absoluto de epitelio germinal. La
drastica disminucion del nimero de células de Sertoli por unidad de peso de tejido
testicular, observada a partir de las semanas 9 y 12, indica un mayor aumento de
la tasa de crecimiento de otros componentes testiculares, tanto dentro de los
tubulos seminiferos (diferentes tipos de células germinales resultado del inicio y
establecimiento de la espermatogénesis) como en el intersticio (células de Leydig,
tejido conjuntivo y vasos sanguineos).

La espermatogénesis es un proceso complejo en los testiculos que
involucra la produccion de espermatogonias tipo A y la conversion de éstas en
espermatozoides maduros (Hochereau-de Reviers, 1976; Ammann, 1983). El
inicio de la espermatogénesis requiere del soporte de las células de Sertoli y las
de Leydig (Setchelll, 1978; Steinberger, 1981; Skinner, 1991). La
espermatogénesis inicia con la proliferacion de las espermatogonias tipo A
(Hochereau-de Reviers, 1981). Tanto en bovinos como en ovinos, las
espermatogonias experimentan por lo menos 6 divisiones mitéticas (3 de tipo A, 1
intermedia y 2 de tipo B), antes de diferenciarse hacia a espermatocitos primarios,
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(Berndtson and Desjardins, 1974; Hochereau-de Reviers et al., 1976). En
corderos, el inicio de la espermatogénesis ocurre posterior al pico postnatal
temprano de FSH (Walton, et al., 1980) y a la secrecién de LH (Courot and
Ortavan, 1981). En corderos Suffolk, el inicio de la espermatogénesis fue
relacionada a la secrecion postnatal de LH, alrededor de las 3 semanas de edad
(Wilson and Lapwood, 1979a; Echternkamp and Lunstra, 1984).

En el presente estudio, las espermatides alargadas empezaron a
observarse tres semanas después de la aparicion del lumen tubular, es decir, a
partir de las 15 semanas de edad y aparecieron en la mayoria de los tlbulos
evaluados hacia la semana 18, lo cual indica que se habian alcanzado etapas
avanzadas de la espermatogénesis. En ovinos adultos se ha observado que la
espermatogeénesis tiene una duracién de 49 dias (Sharpe, 1994) y cada una de las
tres etapas en que se divide (espermatocitogénesis, meiosis y espermiogénesis)
tiene una duracion aproximadamente similar entre ellas; considerando que las
espermatides alargadas aparecen hacia el final de la espermiogénesis y que ésta
es la Ultima etapa de la espermatogénesis, entonces cuando son observadas las
primeras espermatides alargadas ya han transcurrido por lo menos 6 a 7 semanas
del inicio del proceso que les dieron origen, y por lo menos 4 a 5 semanas de la
aparicion de los primeros espermatocitos primarios; por lo tanto, es muy probable
que la espermatogénesis haya tenido inicio alrededor de las 8 6 9 semanas de
edad, pero debié haber empezado en la mayoria de los tubulos seminiferos entre
las semanas 11 y 12, lo cual concuerda con el aumento acelerado del tejido
tubular y del epitelio germinal y con la mayor etapa de crecimiento testicular
observados entre las semanas 9 y 12 de edad. Similares observaciones han sido
descritas en corderos cruzados de Suffolk, cuyo inicio de la espermatogéenesis fue
detectado entre 10 y 15 semanas de edad, independientemente de la estaciéon de
nacimiento (Courot et al., 1975). Bajo este contexto, la aparicion de los primeros
espermatocitos primarios debié haber sucedido en un periodo comprendido entre
las semanas 10 y 14, lo cual concuerda con datos previamente reportados
(Skinner, 1968a; Crim and Geschwind, 1972).
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Considerando que una de las principales funciones de las células de Sertoli
adultas (completamente funcionales y sin capacidad de mitosis) es la
conformacion de la barrera hemo-testicular (Gondos and Berndston, 1993) y que
ésta debe estar funcionado cuando empiezan a aparecer los espermatocitos
primarios, la edad a la cual se estabilizd el nimero de células de Sertoli (15
semanas) parece ser un poco alta, sin embargo, deben hacerse dos
consideraciones: en primer lugar, como no hubo muestreos intermedios entre las
semanas 12 y 15, no se descarta la posibilidad de que el nimero de células de
Sertoli se haya establecido antes de la semana 15; en segundo lugar, los corderos
evaluados en cada grupo de edad fueron diferentes, por lo que pudieron haber
diferencias individuales, con lo cual en algunos corderos el numero de células de
Sertoli pudo haberse estabilizado antes de o después de la semana 15, sin que se
pudiera detectar, debido a la naturaleza misma del esquema de muestreo
utilizado.

Los tibulos seminiferos comprenden el principal compartimiento del testiculo
y ocupan entre 70 y 90% del parénquima testicular en la mayoria de los mamiferos
investigados (Franca and Rusell, 1998). La mayor proporcién de tejido tubular
encontrada en los borregos de este estudio, se observd en la semana 18 (69 %),
después de esta edad el tejido tubular representd entre 52 y 56 % del parénquima
testicular, valor que se considera bajo, comparado con lo reportado para otras
especies.

En el presente estudio se establecié que el crecimiento de los testiculos es
una consecuencia del incremento en los compartimentos tubular e intersticial,
debido a que existe un incremento en la longitud de los tibulos seminiferos, y
colateralmente la apariciéon del lumen con un incremento del diametro de los
mismos. El desarrollo de los tubulos seminiferos después del nacimiento ha sido
analizado en corderos (Courot, 1962) y en toros (Attal y Courot, 1963) y se ha
observado que el aumento en la longitud de los tubulos es dependiente de las
gonadotropinas (Courot, 1967).
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El promedio de 11 metros de tibulo seminifero por gramo de parénquima
testicular, observado en el presente estudio, concuerda con lo reportado en otras
especies, donde el rango oscila entre 10 y 15 metros (Setchell et al., 1994; Franca
and Rusell, 1998). El mayor aumento en la longitud de los tibulos seminiferos
ocurrié desde el nacimiento hasta las 12 semanas de edad, lo cual concuerda con
el supuesto periodo de proliferacion de las células de Sertoli establecido en esta
investigacion. En conclusién el incremento en la proporcién de tejido tubular es
una consecuencia de un incremento de la longitud de los tabulos (600%) mas que
del diametro (300%).

En la presente investigacion el aumento del diametro tubular fue lento
durante las primeras 9 semanas de edad (diametro de 41 a 65 um); durante este
periodo, la mayoria de los tubulos seminiferos fueron cordones sdlidos, sin un
lumen central visible, debido a que las células germinales (probablemente solo
espermatogonias) y células de Sertoli proliferan, ambas originando un crecimiento
de los tibulos de manera longitudinal; posterior a esta fecha y hacia la semana 12
se observa un mayor crecimiento en el diametro, lo cual estuvo relacionado
temporalmente con la aparicién del lumen en los tubulos (diametro tubular entre
127 y 189 um), con el aumento del epitelio seminifero y con el establecimiento de
la espermatogénesis, seglin consta por la presencia de espermatides a partir de
las 15 semanas de edad. El principal factor responsable para el crecimiento de los
tubulos seminiferos después de la semana 12 6 15 es la proliferacion de las
células germinales, debido a que durante este periodo las células de Sertoli ya
han perdido la capacidad demultiplicarse.

La presencia de tubulos con lumen a partir de la semana 12, es
considerado por algunos autores como el inicio de la pubertad y la
espermatogénesis (Courot, 1967); sin embargo la espermatogénesis debié haber
iniciado algunas semanas antes, considerando que la luz tubular aparece después
de que el epitelio germinal aumenta en volumen, como consecuencia del
desarrollo y diferenciacién de las diferentes etapas de las células germinales. Ruth
et al. (1998), mencionan que corderos machos nacidos en primavera empiezan su
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desarrollo reproductivo a la mitad del verano, alrededor de las 10 semanas de
edad, ya que dan inicio los ciclos espermatogénicos. Lo anterior explica en este
trabajo, el acelerado crecimiento del tamafo testicular y la existencia de las
primeras espermatides a partir de la semana 15.

Debido al dafio que presenté el tejido por el encogimiento no fue posible
llevar a cabo una evaluacion del desarrollo de las estructuras y células del tejido
intersticial, basicamente células de Leydig, tejido conectivo o estructuras
vasculares.

En estudios anteriores hechos en roedores, se ha observado que las
hormonas tiroideas tienen un efecto negativo sobre la capacidad de multiplicacién
de las células de Sertoli (Van Haaster et al, 1993), de tal forma que cuando se
induce un estado temporal de hipotiroidismo el periodo de proliferaciéon celular
puede alargarse (Cooke et al., 1992). En el presente estudio, las concentraciones
de hormonas tiroideas fueron disminuyendo conforme avanzé la edad y se
mantuvieron relativamente sin cambios alrededor de las 15 semanas de edad; es
decir, no se observo algun cambio significativo relacionado con el crecimiento de
la poblacién de células de Sertoli o ligado a la estabilizacion del nimero de éstas.
Con estos datos no es posible concluir que haya una falta de efecto de las
hormonas tiroideas sobre la capacidad de proliferacion de las células de Sertoli,
pues quiza este efecto pudo haber sido enmascarado por otros factores como la
variacién individual o el bajo numero de observaciones por grupo de edad. Otra
posible explicacion es que conforme avanza la edad los testiculos sean mas
responsivos a las hormonas tiroideas, pues se sabe que el nimero de receptores
para estas hormonas presentes en las células de Sertoli aumentan conforme se
-desarrollan los testiculos (Cooke et al., 1994; Palmero et al., 1988), de tal forma
que aun bajo un ambiente similar en cuanto a concentraciones hormonales, el
efecto sobre la respuesta celular puede ser diferente. Otros factores que influyen
en la maduracion de las células de Sertoli, pero que no fueron evaluados en el
presente estudio, son el aumento de las concentraciones de FSH, testosterona y
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el nimero de receptores para andrégenos, los cuales pueden ser inducidos
conjuntamente por FSH y T3 (Jeremy et al., 2003).
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Cuadro 1. Caracterfsticas del tejido tubular, tubulos seminiferos y epitelio germinal, entre el nacimiento y las 32

semanas de edad, en corderos Blackbelly nacidos en verano'.

Edad, Tejido tubular Tubulos seminiferos Epitelio germinal
semanas  Porcentaje Volumen,cm®  Diametro, um  Longitud, m Porcentaje Volumen, cm®
O(n=6) 333x31° 0.37+006° 413+24" 171.7+161"' 33.3+3.1° 0.37+0.06°
3(n=6) 31.3+3.1° 065+0.10" 39.7+23" 3036+285° 31.3+31° 0.65+0.10"
6(n=5) 3835+34° 191+032° 490+31° 606.3+62.3°¢ 38.4+3.4 % 19140.31°
9(n=4) 39.9+38° 426+080Y 643+469 7496+86.11 39.9+3.8 "~ 426+0.78"°
12(n=6) 55.1+3.1° 3653+558° 1264+7.3° 1094.3+102.6° 445£3.1° 29.44 +4.40 ¢
15(n=6) 56.8+3.1° 76.41+11.66° 163.4+9.4°® 15723 +147.4° 437 £3.1° 58.31+872°"
18(n=6) 69.3+3.12 110.12+16.81° 1423+82"% 2177.5+204.2° 58.2+3.1° 91.89+13.74°
21(n=4) 56.4+38° 115.06+21.561° 187.3+13.3° 1796.5+206.3*° 440+38"% 89.30 £ 16.36 °
32(n=6) 516+31° 123.76+18.89°% 1885+10.9°% 18459+ 173.1°° 358+31% 85.49+12,78 °

" Los datos son presentados como el promedio + error estandar. Los datos fueron convertidos a su logaritmo natural para los
andlisis estadlsticos y reconvertidos a su valor real para su presentacién.
abedels promedios con distinta literal dentro de la misma columna indica diferencia (P < 0.05).
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Cuadro 2. Correlaciones entre las variables de |a morfometria testicular mas importantes.

Tuabulos seminiferos

Epitelio germinal

con lumen % con espermatides % Didmetro | proporcién | volumen | longitud || proporcién | volumen
edad 0.83" 0.83** 0.88*** 0.6°** 0.88*** | 0.83*** 0.27 0.84"
con lumen % - 0.73** Q.95 0.73™™ 0.86™* | 0.83** 0.36** 0.85*"~
con espermatides % - - 0.78™** 0.58~" 0.89°"* | 0.82"** 0.32* 0.87**
Diametro - - - 0.67*"" 0.92—~ | 0.86™" 0.31° 0.89™"*
roporcién % - - - - 0.69™* | 0.79*" 087" 0.73*
volumen cc3 - - - - - 0.93*** 0.37 0.98***
fongitud m - - - - - - 0.53* 0.94°
roporcion % - - - - - - - 0.47%**
volumen ¢¢3 - - - - - - - -

a Las observaciones fueron hechas desde e! nacimiento y hasta las 32 semanas de edad
"P<0.05, =*P<0.01, P<0.001.
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Cuadro 3. Promedios (x EE) del volumen nuclear total y del numero de células de Sertoli, entre el nacimiento y las 32

semanas de edad, en corderos Blackbelly nacidos en verano?®.

Nudmero de céluilas (nucleos) de Sertoli, millones

Edad, Nucleos de Seitoli, Por ambos Por gramo de Por gramo de tubulo Por gramo de
semanas volumen total, cm? testiculos epitelio germinal seminifero parénguima
0 (n=6) 0.04+0.01¢ 531+73° 1,424 £190° 1424 + 215°2 469 +69°
3 (n=6) 0.07+0.01' 1,014 + 1409 1,562 3208 ® 1,562 + 236 ° 485 +72°
6 (n=5) 0.21 £0.04 ® 2,311+350° 1,206 + 176 *° 1,206 + 200 *° 462 +75°
9 (n=4) 0.39+£0.10¢ 4191 +820° 879 + 166 ° 879 +188° 354 +74°
12 (n=6) 0.73+0.13° 6,007 +831° 201 +27¢ 159 +24°¢ 90 +13°
15 (n=6) 1.21+022° 12,008 + 1,661 2 205 £27 ¢ 157 £24 € 88 +13°
A8 (n=6) 1.48 +0.27 *® 14,110 £ 1,952 2 156 £21 ¢ 129 +20° 87+13°
;" fi% (n=4) 2.08+053° 13,517 £ 2,645 ° 1566 +29 ¢ 118 £25°¢ 68+ 14°
- ;:Pz (n=6) 155+031%®  15640+2,370° 184 +27° 129 +21°¢ 65+ 11°

—

VS O!

N

T
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Fig. 1. Peso corporal (promedio + EE) de corderos Blackbelly entre el nacimiento y
32 semanas de edad.
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Fig. 2. Peso testicular (promedio + EE) de corderos Blackbelly entre el nacimiento
y 32 semanas de edad. Peso
Los promedios con la misma letra son similares entre si.

81



s

32 semanas
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Fig. 6. Los tabulos seminlferos ocuparon una pequefia porcidn de! parénquima testicular del nacimiento hasta las 8 semanas. Los tubulos
seminiferos incrementaron en longitud y diametro mostrando el desarrollo y aparicion del lumen (flecha) a las 12 semanas. Las primeras
espermatides hacen su aparicion a las 15 semanas. A las 18 semanas de edad, un tubulo seminifero es completamente desarrollado y
diferentes tipos celulares de la linea espermatogénica pueden ser observados, incluyendo espermatogonias, espermmatocitos y
espermatides. A las 32 semanas se puede ver espermatozoides comg%etamente desarrollados.




A Porcentajes de Tubulos con Lumen

100

]

© O

80

60 -

Porcentaje de Tibulos

0 4 8 12 16 20 24

Edad, semanas

Fig. 4. (A)

84



R Porcentajes de Tabulos con Espermatides ‘
100 O
® @)
2
=
s
'—
@
=]
L
8
=
Q
g
=]
o
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Edad, semanas

Fig. 4. (A) La presencia de lumen dentro de los tubulos a través de las diferentes
edades, es expresada en forma de proporcién. (B) La aparicién de espermatides
dentro de los tibulos expresada en porcentajes. Los diamantes (¢) representan el
promedio en proporcién por grupo de edad y los circulos (O) la proporcién por
individuo.
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Fig. 7 . Microfotografias de tejido testicular de corderos de diferentes edades tefidos con hematoxilina-eosina.
(A) Cordero al nacimiento; (B) cordero de 3 semanas; (C) cordero de 6 semanas; (D) cordero de © semanas.
Células de Sertoli (CS), células peritubulares (P), células de Leydig (CL).
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Fig. 8. Microfotografias de tejido testicular de corderos de diferentes edades tefiidos con hematoxilina-eosina. (A)
cordero de 12 semanas; (B) cordero de 15 semanas; (C) cordero de 18 semanas,; (D) cordero de 21 semanas, (E)
cordero de 32 semanas. Células de Sertoli (CS), células peritubulares (P), espermatogonia (SG), espermatocitos
primarios (SP), lumen (L).
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Figura 7. Volumen individual de los nucleos de células de Sertoli (promedio + EE)
de corderos Blackbelly entre el nacimiento y 32 semanas de edad.

La linea discontinua indica la regresién del volumen en um?® sobre la edad en
semanas.
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Fig. 8. Desarrollo de la poblacion total de las células de Sertoli (promedio + EE) en
corderos Blackbelly, entre el nacimiento y 32 semanas de edad. Los datos fueron
convertidos a su logaritmo natural para los analisis estadisticos y reconvertidos a su
valor real para su presentacion (panel A). En el panel B se presentan los promedios
transformados a su logaritmo natural, ademas de la linea (discontinua) y la ecuacion
de regresion que describe el desarrollo del nimero de células de Sertoli. En ambos
paneles, los circulos rellenos indican que en esas edades ya no hubo cambios en el
namero de células de Sertoli.
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Fig. 9. Concentraciones séricas (promedio + EE) de triyodotironina
(T3) y tiroxina (T4) en corderos Blackbelly entre el nacimiento y 32

semanas de edad.
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6. CONCLUSIONES

1. El desarrollo testicular en corderos Blackbelly tiene una forma similar a lo
observado en otras especies y en otras razas de ovinos, con tres fase de
crecimiento bien delimitadas; una fase inicial de crecimiento lento, seguida de una
fase de crecimiento rapido, la cual sucede en un periodo relativamente corto y una
fase final, durante la cual la tasa de crecimiento disminuye, tendiendo a
estabilizarse. En el grupo de corderos estudiados, el desarrollo testicular fue mas

rapido que lo que se reporta en la literatura para otras razas de pelo.

2. El aumento del peso testicular estuvo ligado a los incrementos del diametro y
longitud de los tubulos y a la apariciéon del lumen tubular. Durante las primeras
semanas de edad, el aumento en el volumen absoluto del tejido tubular y del
epitelio germinal estuvo asociado principalmente a la proliferacién de las células
de Sertoli y probablemente también de las espermatogonias, pero a partir de la
semana 9 la proliferacién y desarrollo de las células germinales, asociadas al inicio
y establecimiento de la espermatogénesis fue el factor mas importante para el
crecimiento testicular.

3. El nimero de células de Sertoli se estabilizé a partir de las 15 semanas de
edad, después de 4.5 ciclos de duplicacién después del nacimiento, sin que se
observara una relacion clara entre las concentraciones de hormonas tiroideas y el

desarrollo o estabilizacién de la poblacion de las células de Sertoli.
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