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Resumen: Nuestro objetivo fue correlacionar la expresion de Inhibina B y el
receptor de andrégenos (RA) en las células de Sertoli y en las células de Leydig en
testiculo criptorquidico pre y postpuberal. Se dividieron las muestras en 3 grupos, el
grupo 1 correspondié a testiculos criptorquidicos prepuberales, el grupo 2 testiculos
criptorquidicos postpuberales y el grupo 3 fueron testiculos normales como grupo
control. La cuantificacién de estas moléculas se realizé mediante la digitalizacién de
las imédgenes microscopicas y su valoracién microdensitométrica. Grupo 1 n=9 edad
promedio 5.7 afos, grupo 2 n=17 edad promedio 19.7 afios y grupo 3 n=8 edad
promedio 51.9 afios. En los grupos 1 y 2 se observé baja inmunotincién de Inhibina B
y del RA en el compartimiento adluminal de las células de Sertoli préximas al epitelio
seminifero de las espermdtidas inmaduras, en comparacién a las que estaban junto a
espermétidas maduras (p<0.001); en las 4reas de titbulos con hipoespermatogénesis
focal se observé disminucién significativa de la expresién de Inhibina B y del RA
de las células de Sertoli (p<0.0001). Ambos grupos criptorquidicos mostraron baja
inmunotincién de Inhibina B y de RA tanto en células de Sertoli como en células
de Leydig, comparados con el grupo control (p<0.0001). En la criptorquidia existe
disminuci6n de la expresion de Inhibina B y del RA en las células de Sertoli y Leydig,
asociado a hipoespermatogénesis, atrofia tubular y lesiones disgenéticas de los tibulos
seminiferos frecuentemente observadas en estos pacientes.

Palabras clave: Criptorquidia, inhibina B, receptor andrégenos.

Abstract: The aim of our study was to correlate the immunohistochemical expression
of B Inhibin and androgens receptor (AR) in Leydig and Sertoli cells of cryptorchid
testes. The samples were divided in three groups, the group 1 was cryptorchid prepuberal
testes, the group 2 was cryptorchid postpuberal testes and group 3 was the control
(normal testes). The measure of these molecules was performed by the digitization of the
microscopic images and microdensitometrical evaluation with a Leica program. Group
1 n=9 mean age 5.7 years, group 2 n=17 mean age 19.7 years, group 3 n=8 mean age
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51.9 years. In groups 1 and 2 was observed low inhibin B and AR immunostaining
in the adluminal area of Sertoli cells next to the seminiferous epithelium of immature
spermatids, in comparison with Sertoli cells next to mature spermatids (p < 0.001). Both
cryptorchid groups reported low inhibin B and AR immunostaining, even in Sertoli and
Leydigcells, in comparison with the control group (p<0.0001). In cryptorchidism, exists
a decrease in the expression of B Inhibin and AR of Sertoli and Leydig cells. This find
is related to hipoespermatogenesis, frequently associated with atrophy and disgenetic
seminiferous tubules in these patients

Keywords: Cryptorchidism, B inhibin, androgen receptor.
Introduccién

El descenso testicular es un evento complejo que puede ser influenciado
genéticamente, interviniendo a su vez factores hormonales y anatémicos
(1,2). Este proceso ocurre en dos fases, la transabdominal y transinguinal
(2). En la primera, entre las semanas 12 a la 16, el testiculo se desplaza
hacia la regién inguinal; accién regulada por la hormona anti-Miilleriana
(HAM), el factor insulino simil tipo 3 (Insl3) y por la presién intra-
abdominal3. En la segunda fase, el testiculo migra hacia el escroto entre
las semanas 26 a la 32, accién regulada por los andrégenos, el nervio
genitofemoral, y el péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP)
(3).

La falta del descenso testicular fisioldgico es conocida como
criptorquidia, la cual puede ser unilateral (80% de los casos, lo que
descarta como causa insuficiencia del eje hipotilamo-hipofisis- testiculo
(4) o bilateral. Ademds, la criptorquidia estd asociada a varios sindromes
genéticos por lo que varios autores la consideran una condicién
endocrino- genética (5,6,7,8), la cual junto a la hipospadia, el cincer
testicular y la infertilidad forman parte del denominado “sindrome del
testiculo disgenético” (9,10). La criptorquidia se puede asociar a semen de
mala calidad, concentracién baja de espermatozoides y fertilidad alterada
(11). La frecuencia de criptorquidia que se ha encontrado en el hospital
Universitario de Los Andes (IAHULA) es de 1,7%, siendo mayor en
recién nacidos pretérminos, con 10,8% (12).

Aun con tratamiento adecuado (orquidopexiay tratamiento hormonal
(5,6)) existe dano celular que compromete la espermatogénesis (13,14).
Entre menor sea el didmetro tubular medio, menor células de Sertoli se
desarrollarn, lo que disminuye a su vez el indice de fertilidad medio
(15,16), lo que en otras palabras significa que, a mayor gravedad de
lesiones testiculares en la infancia, menor cantidad y calidad de la
espermatogénesis en la vida adulta (17).

Tanto las células de Sertoli, las de Leydigy las células mioides juegan un
papel primordial en la espermatogénesis efectiva (18,19,20). La Inhibina/
activina, regulan la produccién y liberacion de FSH de la hipéfisis
anterior, mediante un efecto de retroalimentacion o feedback de asa larga
(21,22). Los inmunoandlisis especificos han permitido demostrar que la
inhibina B es la forma circulante producida en el hombre en la vida fetal
y adulta (23,24,25). En la pubertad, las células de Sertoli parecen ser la
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fuente celular mas probable de la produccién de inhibina B, luego de la
pubertad su secrecion se asocia a la concentracién espermética (26).

La sintesis y secrecion de la inhibina B por las células de Sertoli estan
regulados por el receptor de andrégenos (RA) (27), recibiendo sefiales
paracrinas de las células de Leydig y por medio de diferentes cascadas
de senalizacion, regulan la espermatogénesis y la espermiogénesis. En el
testiculo humano, la inmunoexpresiéon del RA se observa en las células
de Sertoli, Leydig, células mioides peritubulares y periarteriolares; en
contraste, no existe inmunomarcaje para el RA en las células germinales
(28,29). En pacientes con criptorquidia unilareral no se observan
mutaciones del RA en la mayorfa de los casos (28,10,31), lo que contrasta
con el estudio de Regaderay cols (31) en donde 63% de los pacientes con
testiculos localizados en el escroto tenian niveles altos de RA, mientras
que en 85% de los pacientes con criptorquidia tenian niveles bajos.
Ademads, en los pacientes con testiculos intraabdominales los niveles
de RA fueron tan bajos como en el sindrome de insensibilidad a los
andrdgenos (30,31).

En la presente investigaciéon se analizé la distribuciéon de
inmunomarcaje de la inhibina By el RA en testiculos de adultos normales
y en testiculos criptorquidicos pre y postpuberales, con la finalidad de
hallar relaciones entre su expresién y la presencia de criptorquidia.

Materiales y métodos

Las muestras se tomaron del archivo de la Unidad de Histologia
de la Universidad Auténoma de Madrid (UAM) y del Hospital
Universitario La Paz de Madrid, UAM. Se dividieron en 3 grupos,
El grupo 1 (criptorquidia prepuberal) correspondié a muestras de
testiculos de nifnos con criptorquidia y orquidectomia unilateral, el
grupo 2 (criptorquidia postpuberal) fueron muestras de testiculos
postpuberales con criptorquidia y orquidectomia, el grupo 3 (grupo
control) correspondid a muestras de testiculos adultos normales.

La mayoria de las piezas obtenidas por orquidectomia se fijaron por
inmersién en formol neutro taponado al 4%, durante 72 horas, pero
algunas piezas quirurgicas y las correspondientes a las biopsias del grupo
control se fijaron el liquido de Bouin, fijador habitual de conservaciéon de
todas las biopsias testiculares obtenidas en nifios y en pacientes adultos
para diagndstico y para evaluacién desde el punto de vista de pronéstico
de la fertilidad.

M¢étodo Inmunohistoquimico para la Deteccion de Inhibina By del RA.
Se utilizé el método inmunohistoquimico de Estreptavidina-Biotina-
Peroxidasa (Complejo SBP), para evaluar la expresion de Inhibina B y
del Receptor de Andrégenos (RA) en los diferentes grupos estudiados,
mediante los anticuerpos monoclonales anti-Inhibina B (Dako, Glostrup,
Denmark), diluido habitualmente a 1:500 y anti-RA (Dako, Glostrup,
Denmark), diluido habitualmente a 1:500.

Para realizar el método inmunohistoquimico de detecciéon de la
expresion de Inhibina B, se obtuvieron cortes de 5 um de grosor del
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material incluido en parafina y se colocaron en portaobjetos tratados
previamente con L-polilisina (Sigma, St Louis) durante 24 horas.

Las preparaciones se procesaron con el método de Estreptavidina-
Biotina-Peroxidasa (Complejo SBP), siguiendo el método general
inmunohistoquimico, con las modificaciones establecidas por nuestro
Laboratorio. A continuacién se procedi a la inhibicién de la peroxidasa
endégena de los tejidos mediante peréxido de hidrégeno al 3%
a temperatura ambiente, luego se procedié al desenmascaramiento
del epitopo mediante tratamiento por calor. Posteriormente, las
preparaciones se dejaron reposar durante 20 minutos a temperatura
ambiente. A continuacidn se realizé un lavado ripido de dos minutos, en
H,O destilada. Se lavaron las preparaciones en dos pases de 5 minutos
en buffer PBS, pH 7,4. Seguidamente se realizé el bloqueo de las
inmunoglobulinas inespecificas de los tejidos con suero bovino normal
durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se anadié
el anticuerpo primario anti-Inhibina B (Dako) y anti-RA (Dako); cada
uno de ellos a la dilucién de 1:500, en una solucidén de PBS+ BSA al 1%.
El anticuerpo primario se incub6 durante toda la noche a 4 °C encdmara
humeda. Las secciones se lavaron en tres pases de PBS, de 5 minutos
cada uno, a temperatura ambiente. Se anadid a las secciones el complejo
biotinilado anti- ratén, con una dilucién 1:200, durante 20 minutos a
temperatura ambiente. A continuacidn se lavaron las preparaciones en
tres pases de PBS, durante 5 minutos cada pase, a temperatura ambiente.
Se incubaron las preparaciones en el complejo Estreptavidina-Biotina-
Peroxidasa (SBP) (Zymet, San Francisco, USA) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Realizamos tres lavados en PBS durante 5
minutos. La inmunorreaccién se revelé con diaminobencidina (Sigma,
St. Louis, USA) (30 mg de diaminobencidina en 10 ml de buffer tris-
HCI, a pH 7.4 y con H202 al 0.015 %). El tiempo de revelado con
diaminobencidina fue de 3 minutos. A continuacidn, se hizo una tinciéon
nuclear con hematoxilina de Harris. Las preparaciones se lavaron con
abundante agua destilada, se deshidrataron en etanol, en concentraciones
crecientes, y se montaron en la resina sintética DePex (Probus, Badalona).

Medicion Microdensitométrica de la expresion de Inhibina B y del
RA. Se seleccion6 una preparacién histoldgica representativa de cada
caso, en la que se comprobd una correcta realizacion del método
inmunohistoquimico para la detecciéon de Inhibina B y de RA. Se
fotografiaron entre 25 y 50 campos representativos de las diferentes
lesiones encontradas, procurando que la eleccién de estas lesiones fuera
al azar en cada caso. Las imagenes histoldgicas fueron capturadas con el
objetivo de 40X de un microscopio Leica, asociado a una cidmara digital
Leica CD200. En cada uno de estos campos se tomé mediciones mediante
el analizador de imagenes Leica con el programa informatico Leica
DCViewer. Para lo cual se tomaron las medidas microdensitométricas
de alrededor de 20 puntos en cada 4rea del citoplasma de las células de
Sertoli inmunotenido con anti-Inhibina B, y se calculé el valor medio
por célula de la intensidad de expresién del RA, esto es, se obtuvo la
densidad 6ptica integrada (DOI) del programa informético Leica Qwin,
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expresada en unidades arbitrarias, de la expresién del anticuerpo anti-
Inhibina B, en relacién con las dreas especificas de cada estadio madurativo
de la espermatogénesis, o de cada lesion especifica del epitelio seminifero.
Con respecto al RA, la valoraciéon microdensitométrica se realiz de modo
similar, determinado laDOI de la expresién de anti-RA en 20 mediciones
por cada ntcleo de las células de Sertoli adyacentes a cada lesién especifica
del epitelio seminifero. Se usé un Microdensitémetro estético Leica que
estd conectado a una camara digital Leica en color, de alta precision, y
un analizador de imégenes digitalizadas, con un programa informatico
especifico de Leica para las cuantificaciones densitométricas.

De cada determinacién microdensitométrica en cada medida nuclear
de la expresiéon de Inhibina B, se obtuvieron tres registros (canales de
color) RGB (rojo, verde y azul); a cada uno de estos canales RGB, el
sistema informdtico le aplicé una escala numérica de 0 a 255, de modo
que la mayor intensidad de color de cada canal estaria en el niimero
arbitrario 0 y la minima intensidad de color para cada registro estaria
en 255. Dado que la escala numérica es inversamente proporcional a
la intensidad de color, la altura de las barras de los gréficos se han
representado con el niimero inverso de la cifra microdensitométrica;
sin embargo en las tablas se conserva la cifra emitida por el programa
informiético Leica QWin. De cada fotografia, ademds de las mediciones
de la porcién basal y adluminal del citoplasma de las células de Sertoli
inmunomarcado, se tomaron 100 mediciones del valor “blanco”, esto es,
delfondo dela preparacion sin tejido; de esto modo esta DOI se considerd
como el blanco absoluto microdensitométrico (ausencia de color), y las
mediciones celulares se modificaron respecto de este blanco. Con esta
modificacién se consiguié que en todas las microfotografias se pudiera
comparar entre si la intensidad de expresién de Inhibina B. Puesto que
el revelado de la inmunotincidn de SBP se realizé con diaminobenzidina
que marcalainmunoexpresién de color marrdn, se compararon los valores
microdensitométricos en los canales rojo y verde que forman este color.

Andlisis estadistico. Los datos fueron recolectados a través de una
ficha disenada ad hoc para la investigacién, se analizaron con el
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Se consideré como
significancia estadistica una p<0.05. El andlisis de correlacién de Pearson
fue utilizado para determinar la relacién entre dos variables. Unar > 0.5
fue considerada estadisticamente significativa.

Resultados

Grupo 1 (criptorquidia prepuberal): n=9, edad media 5.7anos. Grupo
2 (criptorquidia postpuberal): n=17, edad media 19.7 afos. Grupo 3
(control): n=8, edad media 51.9 afios. Se describird primero el grupo
numero 3 por ser el grupo con hallazgos normales (grupo control).

A la observacién por microscopia de luz, en el grupo 3, los tubos
seminiferos con espermatogénesis normal presentan una intensidad de
inmunotincién de inhibina B igual en la mayoria de las células de Sertoli.
No obstante, las células de Sertoli adyacentes a las areas tubulares, en
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las que se observd diferenciaciéon de espermatidas redondas y maduras,
q p y
presentaron mayor tincién en las zonas en las que la diferenciacién
germinal se ha completado, esto es, en las que se han diferenciado
hasta espermatidas elongadas. El inmunomarcaje con inhibina B delimité
& ]
adecuadamente el citoplasma apical de las células de Sertoli. La expresion
de inhibina B es mayor en las 4reas del citoplasma de las células de
y p
Sertoli préximas a la barrera hematotesticular, lo que sugiere correlacion
p q g
con el grado de expresiéon de la inhibina B, sobre todo cuando ya
se ha completado la segunda divisién meidtica. En algunas areas de
hipoespematogénesis se aprecian dreas vacias en los tubulos (vacuolas
del epitelio seminifero), consecuencia de pérdida de pequenas células
germinales; alrededor de estas vacuolas hubo poco marcaje de inhibina
B, incluso ausencia de este en la pared de las vacuolas intraepiteliales.
p
Sin embargo, en aquellos tubulos en los que se observa una completa
desorganizaciéon del epitelio, asociado con descamacién de células
ot

germinales inmaduras y con multiple formacién de vacuolas, la intensidad
de inmunoexpresién de inhibina B estd significativamente disminuida;
por ello, existe todo un gradiente de inmunotincién de inhibina B, desde
areas con robusto marcaje en el citoplasma de las células de Sertoli, hasta
dreas que carecen de inmunotincién (ver figura 1).
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Figura 1

Expresion de inhibina B de testiculos normales. Tubos seminiferos bien constituidos,
se observa espermatogénesis completa en la mayor parte de la superficie tubular. La
expresion de inhibina B es homogénea, con reforzamiento a nivel de las uniones
Sertoli-Sertoli. El citoplasma de las células de Leydig muestra expresion de inbibina B.

El grupo 2 (criptorquidia postpuberal) presenté marcaje de inhibina
B adecuado en aquellos tubulos que han experimentado el crecimiento
puberal y que incluso tienen diferenciacién parcial de células germinales.
Contrariamente estudiando los mismos casos, en las dreas formadas
por lobulillos con tubulos inmaduros de aspecto disgenético, sélo se
observa inmunomarcaje de inhibina B focalmente disminuido y a
veces la tincién es muy tenue. En algunos casos se observa tubos
seminiferos de moderado tamafio, constituido por un patréon de sélo
Sertoli. La expresion de inhibina B en las células de Sertoli es muy
irregular, siendo ligeramente mayor en las uniones Sertoli- Sertoli y
en el citoplasma perinuclear, (ver figura 2). Por otra parte, las células
de Leydig experimentan una muy variable expresién de inhibina B, la
cual disminuye muy sensiblemente en los nédulos microadenomatosos
de células de Leydig frecuentemente observados en los testiculos
criptorquidicos postpuberales con fibrosis severa. Estas alteraciones de
la expresién de inhibina B también se evidencian, aunque con valores
muy variables, en el testiculo criptorquidico infantil (Grupo 1). En todos
los casos de criptorquidia (Grupos 1y 2), hemos encontrado niveles de
inmunomarcaje més bajos comparados con individuos normales, siendo
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menor el marcaje en los pacientes postpuberales. En cortes histolégicos
de testiculos con criptorquidia prepuberal observamos un intersticio
amplio y tubulos seminiferos de reducido tamano, con células de Sertoli
disgenéticas y muy baja tincién de inhibina B; en algunos cortes, se
observan células germinales rodeadas de células de Sertoli con moderada
expresion de inhibina B. Ademas, en la mayoria de los casos las células de
Sertoli son disgenéticas, como muestra la figura 3.

Figura 2
Expresion de inhibina B en testiculo criptorquidico postpuberal. Tubo seminifero malformado,
de contorno muy irregular constituido por un patrén de solo Sertoli de células disgenéticas.
Algunas células de Sertoli presentan expresién filiforme de inhibina B, tipo granular.
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Figura 3
Expresion de inhibina B en el testiculo criptorquidico infantil. Tubos seminiferos disgenéticos
con hiperplasia de células de Sertoli, la mayoria de las cuales carecen de inhibina B o muy tenue.
La mayoria de las células insterticiales son de tipo mesenquimal inmaduras inhibina B negativa.

Con respecto al RA, en los grupos 1y 2 tiene un comportamiento en
parte semejante al de la inhibina B. El RA se expresa, aunque con una
intensidad notoriamente menor, en los tubulos que han experimentado
transformacién puberal, sin embargo, en los tubulos infantiles con
importantes cambios disgenéticos, solo se muestran trazas de RA en
algunos nucleos de células de Sertoli, mientras que la mayoria de estos
nucleos de células de Sertoli disgenéticas carecen de inmunomarcaje para
el RA, (ver figura 4). Estos cambios de la expresién del RA son muy
profundos y posiblemente de origen congénito, ya que comienzan a
observarse en los testiculos criptorquidicos infantiles a partir de los 4 afios.
También hemos detectado una intensa expresiéon del RA en todos los
nucleos de las células epiteliales y musculares de la via espermatica intra
y extra testicular de hombres normales, asimismo, es muy intensa en la
via espermitica de los casos con criptorquidia pre y postpuberal, lo que
contrasta con la débil tincién de RA en las células de Sertoli de estos
mismos casos.
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Figura 4

Expresion del receptor de andrégenos en el testiculo criptorquidico infantil.
Tubulos seminiferos disgenéticos, contiene células de Sertoli inmaduras de
nucleo redondo, las cuales carecen de RA. En el insterticio se observa expresion

de RA en los nicleos de las células peritubulares y de las células de Leydig.

Las cuantificaciones microdensitométricas de la expresion de inhibina
By del RA corroboran y precisan mejor estos cambios que experimentan
los testiculos criptorquidicos. De hecho, la figura Sa refleja la intensidad
de inmunomarcaje de la inhibina B en las células de Sertoli en relaciéon
con las alteraciones de hipoespermatogénesis y atrofia relacionadas con
la criptorquidia. Se observa una marcada diferencia entre las muestras
con criptorquidia y los tejidos de individuos normales, la cual es
estadisticamente significativa (p<0,0001). Cuando se comparan los
valores densitométricos de la expresién de inhibina B y la del RA en
todos los testiculos estudiados, se evidencia una correlacién positiva y
significativa (p<0.001) (ver figuras Sb,cy d). Por tltimo, con respecto a las
células de Leydig, la cuantificacién de la inhibina B demuestra diferencias
significativas en los tres grupos estudiados (p<0.001).

10
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Discusion

En este trabajo se ha centrado en la valoracién inmunohistoquimica de la
Inhibina By el RA en el testiculo del hombre adulto normal, asi como en
los cambios que pudiera experimentar en relacién con la progresiva atrofia
en las lesiones primarias presentes en el testiculo criptorquidico de nifios
y adultos jévenes.

En el testiculo del adulto normal y en relacién con los estadios
madurativos de la espermatogénesis, las células de Sertoli presentan un
inmunomarcaje de RA variable, lo cual estd relacionado con los estadios
de maduracién espermaticos. Datos similares han sido presentados por
Suarez-Quian y col. (28) quienes observaron que la intensidad de la
tincién fue menor en las etapas V'y VI del ciclo del epitelio seminifero
que en la etapa III, pero la intensidad de tincién fue mayor que en las
etapas I y II. Las determinaciones microdensitométricas corroboraron
un inmunomarcaje de mayor intensidad en el testiculo humano normal
al compararlo con los otros grupos con criptorquidia. Estos hallazgos se
observan claramente en los cortes histolégicos, donde hay una correlacién
importante entre la inmuno tincién de los nicleos de las células de Sertoli
de tabulos seminiferos con espermatogénesis conservada. estos resultados
en humanos son congruentes con los resultados obtenidos en de modelos
experimentales, en los que se ha demostrado que una supresién de
andrégenos enddgenos provoca un bloqueo temprano en la meiosis, v,
contrariamente, la administracion concomitante de testosterona, o de
uno de sus metabolitos activos, permite la finalizacién de la meiosis y
formacién de las espermétidas (32,33).

Los andrégenos podrian actuar bien directamente sobre las células
germinales (33) o bien afectar al desarrollo de las células germinales
indirectamente al actuar sobre las células testiculares somaticas, como las
células de Sertoli y las células mioides de la zona peritubular (34,35,36).
Una accién directa en las células germinales a través de la via clésica
por accién sobre el RA parece poco probable, ya que la mayoria de las
pruebas sugieren, en las crias de roedores, después del parto, las células
germinales no expresan el RA (37). Como otros estudios, no observamos
inmuno marcaje de RA en células germinales en ninguno de sus estadios
de maduracién. Si los andrégenos acttan indirectamente a través de las
células somiticas, las células de Sertoli son las candidatas principales a
cumplir esta funcién, dado a su intima relacién funcional con el desarrollo
de las células germinales; las células de Sertoli adultas inequivocamente
expresan el RA. Curiosamente, sin embargo, la expresiéon del RA en
las células de Sertoli comienza de forma muy tardia (3-5 dias después
del parto en las crias de ratas y ratones. En el hombre después de los
4 afos de edad y con un aumento progresivo hasta los 8 afos) (38).
Esta podria ser la razén por qué no responden a la alta concentracién
de andrégenos intratesticular existente en la vida fetal y en los primeros
afos de vida después del parto (39), ademds de explicar en parte baja
expresion de RA a esa edad. Sin embargo, una vez que la espermatogénesis
se ha iniciado, se observan cambios ciclicos en la expresién del RA, tanto
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en roedores como en humanos, lo que sugiere que la maduracién de
las células germinales y su respuesta a la accién de los andrdgenos estd
regulada por la concentracién del RA en las células de Sertoli (28,37).
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5a. Comparacién microdensitométrica de inhibina B en células de Sertoli de adultos

normales y adultos y nifios con criptorquidia, expresados en registros RGB (rojo,
verde y azul). Los valores numéricos contenidos en el gréfico son el resultado del
valor inverso de la DOI (densidad dptica integrada) por 10-3.* P < 0.0001. 5b, c y d.

Relacién entre inhibina B y el RA en células de Sertoli, en todos los individuos

estudiados. En cada grifico se muestra la recta de regresion obtenida, segin la coloracién.

Relacién entre inhibina B y el RA en células de Sertoli, en todos los
individuos estudiados. En cada gréfico se muestra la recta de regresiéon
obtenida, segun la coloracién.

El estudio de inhibina B en los hombres normales y en los pacientes
androldgicos ha sido un drea de activa investigaciéon durante la ultima
década, tras la descripcién por varios grupos de investigadores de una
relacién inversa entre la FSH y la inhibina B (40,41,42). Esta hormona
glicoprotéica se sintetiza fundamentalmenteen las células de Sertoli
testiculares, con una discreta produccién en las células de Leydig. La
inhibina B estd estrechamente ligada a la funcién reproductiva y la
sintesis de espermatozoides. Hay pruebas sélidas de que la inhibina B
puede ser mas precisa que la FSH en la predicciéon de la presencia de
espermatozoides en los pacientes con azoospermia no obstructiva (43),
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y el uso de inhibina B con FSH puede ser el mejor test predictivo
para encontrar espermatozoides testiculares, mediante su extraccién por
aspiracion en las pequenas muestras de tejido testicular obtenido por
biopsia, con fines terapéuticos en métodos de reproduccién asistida.
Los niveles de inhibina B reflejan la funcién de las células de Sertoli
(22,26,43,44,45).

En el presente estudio, y en relacién con los estadios madurativos de
la espermatogénesis del varén normal, se ha visto una evidente expresiéon
de inhibina B en el interior del citoplasma de las células de Sertoli en
todos los estadios madurativos, si bien existe una ligera variabilidad de
intensidad de inmunotincién cuando hemos realizado la cuantificacién
delaintensidad del marcaje. Ello no debe sorprendernos, ya que existe una
intima regulacién paracrina entre los estadios madurativos y funcionales
de las células de Sertoli y cada uno de los estadios madurativos de la
espermatogénesis de las dreas adyacentes.

Elinmunomarcaje con el anticuerpo anti- inhibina B permite visualizar
muy bien los perfiles del citoplasma de las células de Sertoli con una
intensa coloracién marrén, propia del revelado con diaminobencidina del
sustrato de la reaccién inmunoenzimética de la peroxidasa; de este modo,
se aprecia que la superficie de las carillas laterales de las células de Sertoli
se adaptan intimamente a las células espermatogénicas. En los estadios en
los que se alcanza una diferenciacién de espermatidas elongadas maduras,
la inmunoexpresién de inhibina B es mayor que en aquellas asociaciones
en las que s6lo se ve diferenciacion hasta el estadio de espermatida
redonda inmadura. Estos datos sugieren que la maduracién completa de
la espermatogénesis, incluida la espermiogénesis, viene determinada por
una robusta expresién de inhibina B. Y contrariamente, las dreas de los
tubos seminiferos sin completar la meiosis se asocian a células de Sertoli
con menor inmunomarcaje de inhibina B. Estos datos morfoldgicos, en
parte, se relacionan con los datos bioquimicos de deteccién de inhibina
B en suero, puesto que se ha descrito una relacién directa entre las
concentraciones de inhibina B en suero y la concentracién espermatica
(46). concluyendo que la inhibina B es un marcador de la funcién
testicular y especificamente de la funcién de las células de Sertoli;
también la determinacién de los niveles séricos de inhibina B tiene valor
cuando se correlaciona con el grado de espermatogénesis en hombres con
azoospermia (40,42).

En el presente estudio se encontré una correlacién entre la disminucién
delaexpresion delainhibina B en las células de Sertoli, situadas adyacente
a las areas de los tubos seminiferos que tenfan una hipoespermatogénesis
severa, con el grado de atrofia del epitelio germinal. Ademis, estas células
de Sertoli, si bien se inmunomarcaban con el anticuerpo anti-RA, la
intensidad de la tincién era muy débil; incluso en las dreas de ausencia
completa de linea germinal, las células de Sertoli tenfan minima expresién
(solo trazas de marcaje) del RA y de inhibina B. Todos estos datos
nos permiten sugerir que en los pacientes jovenes con oligozoospermia
e hipoespermatogénesis severa existe una alteracién profunda de la
regulacién paracrina de las células de Sertoli.
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La criptorquidia es la causa congénita més frecuente de alteracién
primaria del testiculo infantil (17). En la vida adulta, estos hombres con
historia de mal descenso testicular uni o bilateral tienen pobre calidad
del semen con un recuento bajo de espermatozoides y fertilidad alterada,
asociada en ocasiones a cdncer de testiculo (17,31,47,48). Con el fin de
definir y unificar estos procesos clinicos y patoldgicos testiculares, desde
hace dos décadas se ha propuesto la definicién de un completo cuadro
denominado Sindrome del testiculo disgenético. Esta disgenesia testicular
no tiene una causa Unica y conocida, antes bien, se ha especulado que
puede ser debida, entre otras, a factores ambientales y hormonales que
actuarfan en la vida fetal (9,10,13). Los pacientes con disgenesia testicular
cada vez son mds susceptibles de entrar en programas de reproduccién
asistida, aunque los resultados obtenidos dependen muy directamente del
grado de lesion testicular (13). Con todo, estd completamente establecido
que el tratamiento del testiculo anormalmente descendido —presentado
como malformacién tnica o bien asociado y formando parte del sindrome
de disgenesia testicular- debe ser, en primer lugar, una orquidopexia
quirtrgica y en segundo lugar la aplicacién de tratamientos hormonales
adecuados. La correccién de la criptorquidia no garantiza la recuperacién
total de le fertilidad, ya que existen dafos celulares importantes que no
siempre dependen del tiempo de evolucion de la criptorquidia.

En la presente investigacion se encontrd cambios de inmunomarcaje
que experimenta la inhibina B en los testiculos criptorquidicos extirpados
en adolescentes, los cuales presumiblemente estan en consonancia con
las lesiones tubulares ya descritas en estudios previos de testiculos
criptorquidicos. En efecto, en el hombre, el estudio de los testiculos
mal descendidos muestra que la mayoria de tubulos seminiferos que han
experimentado crecimiento postpuberal presentan una variable expresion
de inhibina B, pero ademds presentan un moderado y a veces intenso
marcaje del RA (30). Contrariamente, los tibulos con células de Sertoli
inmaduras o disgenéticas solo se marcaban tenuemente con el anticuerpo
anti-inhibina B y ademads, en estos casos la expresion del RA estaba
significativamente disminuida. Los resultados obtenidos en el presente
estudio permiten sugerir que existe una correlaciéon directa entre la
disminucion de la expresion de RA y de la inhibina B en las células de
Sertoli, lo cual se relaciona con la gravedad de las lesiones disgenéticas del
testiculo criptorquidico (30).

Estos cambios inmunohistoquimicos del RA y de la inhibina
B en las células de Sertoli disgenéticas no son hallazgos aislados;
antes bien, estd demostrado que en la patologia congénita testicular,
incluida la criptorquidia, las células de Sertoli también cambian
el perfil inmunohistoquimico normal, incrementando los filamentos
de vimentina y sobretodo de queratinas de bajo peso molecular y
aumentando el nimero de lisosomas secundarios y de cuerpos residuales,
positivos inmunohistoquimicamente para la alfa-1 antitripsina y el
CD68. Estos cambios cuando son muy manifiestos, provocan un aspecto
histolégico granular del citoplasma de las células de Sertoli- denominado
células de Sertoli granulares-. Los cambios granulares se producen por una
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acumulacién anormal de gran cantidad de lisosomas secundarios; ademis,
estas células presentan alteraciones del citoesqueleto con disminucién
de filamentos de vimentina y no muestran inmuno-reactividad con
anticuerpos anti-inhibina B, lo que sugiere que estas células de Sertoli
granulares presentan importantes alteraciones funcionales. Por ello,
es posible especular que estas lesiones presentes en algunos testiculos
criptorquidicos constituyen una anomalia primaria e irreversible de la
célula de Sertoli que puede contribuir, entre otros varios factores, al
desarrollo de infertilidad en los pacientes criptorquidicos (49).

En conclusién la criptorquidia, la disminucién de la expresion de
Inhibina B y del RA de las células de Sertoli y de Leydig en comparacién
con el testiculo normal, se relaciona con atrofia tubular y lesiones
disgenéticas de los tubos seminiferos frecuentemente observadas en estos
pacientes con hipoespermatogénesis, derivando en oligozoospermia y
azoospermia, lo que se traduce clinicamente infertilidad de grado variable.
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