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RESUMEN

Objetivos: En cl envejecimiento masculino suceden alteraciones mor-
fofisiolégicas y bioquimicas que modifican la eficacia sexual, incluyen-
do filamentos intermedios y la expresion de enolasa neuronal especifi-
ca (ENE) testicular, ambos dependientes de la folitropina.

Métodos: Sc procesaron los testiculos de 3 pacientes de 72,74y 75
aflos, con diagnostico de cancer prostatico, por técnicas histologicas
de hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica, con anticuerpos antivi-
mentina, antidesmina y ENE. Al microscopio éptico, se cuantificaron
las células negativas y positivas, en compartimiento peritubular e intra-
tubular.

Resultados: La vimentina positiva se expresa en células peritubulares
(18,7%) y de Sertoli (0,1%), y la negativa, en la linea germinal; la des-
mina positiva esta entre el 10 y el 15% de las células peritubulares (el
81% en la limina celular interna y el 19% en la periferia). Respecto a la
ENE positiva, sélo la linea germinal mostré reaccién: un 76% de go-
nias A'y B, un 10% en espermatocitos I y ausencia de espermatidas y
espermatozoides.

Discusion: La vimentina se expresa intensamente en las células peritu-

bulares y débilmente en las de Sertoli en individuos seniles. La desmi-
na se expresa diferencialmente en células peritubulares (cardcter mioi-
de), preferentemente cerca de la [imina basal del tdbulo. La ENE esta
s6lo en la linea germinal, como muestra de su diferenciacién embrio-

naria temprana.
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ABSTRACT

Immunohistochemistry of vimentin and desmin in-
termediate filaments and enolase enzyme in semi-
niferous tubules from senile individuals

Objectives: Aging in males produces morphophy-
siological and biochemical alterations that modity
sexual function, including intermediate filaments
and expression of neuron-specific enolase (NSE)
in the testes, both of which depend on follicle-sti-
mulating hormone.

Methods: The testicles of 3 patients, aged 72, 74
and 75 years old, with a diagnosis of prostate can-
cer were processed by histological techniques for
hematoxylin-cosin staining and immunohistoche-
mistry with antibodies against vimentin, desmin
and NSE. Optic microscopy was used to quantify
negative and positive cells in the peri- and intra-
tubular compartments.

Results: Vimentin expression was positive in peri-
tubular (18.7%) and Sertoli cells (0.1%) and was
negative in the germ line. Between 10% and 15%
of peritubular cells were positive for desmin ex-
pression (81% in the internal lamina and 19% in
the periphery). Only the germ line showed a posi-
tive reaction to NSE: 76% of spermatogonia A
and B, 10% in spermatocytes I, and absence in
spermatids and spermatozoids.

Discussion: Therefore, in senile individuals, vi-
mentin is strongly expressed in peritubular cells
and is weakly expressed in Sertoli cells. Desmin
expression is differentially expressed in peritubular
cells (myoid type), preferentially near the basal la-
mina of the tubule; NSE is found only in the
germ line, as a sign of its early embryonic difte-
rentiation.

Key words: Testicular. Desmin. Vimentin. NSE.
Human.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente, la senilidad masculina se acompafa
con una disminucién de la libido. Sin embargo, a eda-
des avanzadas se mantiene la potencialidad fecundante,
con presencia de espermatozoides méviles y normales.
Paralelamente, se describe una involucién testicular fun-
cional, con alteraciones histolégicas!, disminucién de la
espermatogenia’ y cambios en los filamentos interme-
dios (FI), tipo vimentina y desmina, y de algunas enzi-
mas, tipo enolasa neuronal especifica (ENE). Los FI
dan flexibilidad y movilidad al citosqueleto y permiten
el desplazamiento de macromoléculas intracelulares?.
Estos FI estan asociados al tipo y el origen de los tejidos
mesodérmicos: células somdticas del testiculo.

La vimentina y la desmina participan en la funciona-
lidad de los tabulos seminiferos. La vimentina, propia
de células no musculares de origen mesenquimitico y
algunos epitelios, se distribuye de forma similar a la ci-
toqueratina, y se ha descrito en las células de Sertoli**®,
donde participa en un citosqueleto complejo y se distri-
buye en las regiones yuxtanucleares, periféricas, y hacia
las proyecciones laterales y apicales, incluyendo los re-
cesos de sostén de la espermatogenia’. El hallazgo de
vimentina en las células de Sertoli y peritubulares sugie-
re un origen mesenquimatico®®. Algunos autores han
descrito un aumento en la expresién de vimentina en
las células de Sertoli de tbulos seminiferos seniles gra-
vemente danados y sin linea germinal. Si embargo, la
expresion de la vimentina en los tibulos seminiferos se
asocia con una espermatogenia completa’.

Por otra parte, la desmina es exclusiva del tejido
muscular®, principalmente en el musculo liso, donde
forma haces finos unidos a los cuerpos densos. La
desmina participa en la transmision del estimulo de las
proteinas contrictiles, y garantiza la distribucién uni-
forme de las fuerzas tensoras'®. Ademds, en células
musculares embrionarias, estd asociada a la vimentina.
Tung y Fritz!! demostraron que la desmina estaba
presente en las células peritubulares del testiculo y au-
sente en las células de Sertoli y la linea germinal,
mientras que Davidoff et al® describen la presencia
combinada de desmina-vimentina en el comparti-
miento peritubular y de desmina exclusiva en las 2 ca-
pas celulares mas internas.

La ENE estd en las neuronas cerebrales huma-
nas'>!3, los nervios periféricos y el sistema neuroendo-
crino, y ademds en las células de Leydig y los tumores
puros y mixtos de testiculo!®. En el metabolismo
energético intracelular, la ENE cataliza irreversible-
mente el paso de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato.
Por tanto, deberfa estar en la linea germinal, princi-
palmente en las espermatogonias. No obstante, du-
rante la proliferacién de la linea germinal testicular, se
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observa una redistribucién y una pérdida progresiva
del citoplasma y de las mitocondrias.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se plan-
te6 describir la presencia y la distribucién de los fila-
mentos intermedios tipo vimentina y desmina en el
tejido testicular humano senil y, paralelamente, anali-
zar la presencia y la distribucién de ENE en la linea
celular del epitelio seminifero.

MATERIAL Y METODOS
Material biolégico

Se obtuvieron testiculos de 3 pacientes de 72, 74 y 75
aflos, con diagnéstico confirmado de cancer prostitico y
sometidos a orquiectomia subalbuginea bilateral terapéu-
tica, sin tratamiento previo, y con el conocimiento infor-
mado de los pacientes y segin las normas de bioética de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Anticuerpos

Antivimentina monoclonal (Dako, Vim 3B4), IgG,,
subclase kappa, que reacciona con la vimentina de cé-
lulas mesenquimadticas. Antidesmina monoclonal
(Dako, D33), IgG,, subclase kappa, que reacciona en
células musculares humanas. Anti-ENE monoclonal
(Dako, N1516), que reacciona con las subunidades
gamma de origen neuronal (Tris-HCI 0,05 mol, pH
7,6, 15 mmol de acida de sodio, y complejo avidina-
biotina, Kit Dako, LSAB-2, K0677).

Procedimiento

Fijacién testicular en formol neutro (10%), durante
12 h, e impregnacién en parafina (a 56 y 58 °C). Se
obtuvieron secciones de 5 pm de espesor en portaob-
jetos pretratados (Vectabond® Vector Labs®). Las sec-
ciones se dividieron en: #) tincion de hematoxilina-
eosina (H-E); 4) inmunohistoquimica, subdividido
en: antivimentina, antidesmina y ENE (incubacién
durante 10 min a 22 °C en cdmara hameda y revela-
dos por sistema avidina-biotina'’, y 3-amino-9-etilcar-
bazol [AEC], con montaje en Paramount®, Dako,
§3025). Se usaron controles (+) y (—) e inhibicién de
peroxidasa endégena. Se cuantificé el nimero de cé-
lulas (+) y (—), segtn poblacién celular, en los tabulos
seminiferos cortados transversalmente (n = 90).

Células positivas para la vimentina
Se cuantificé el ntimero de células mioides, de Sertoli

y espermatogonias, considerando células positivas
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(color café-cromégeno) y negativas (moradas-hema-
toxilina de contraste).

Células positivas para la desmina

Se cuantificé el total de células peritubulares (+) y (-).
Las células mioides del tabulo seminifero, con una
distribucién periférica y centrifuga circular, se subdivi-
dieron en 4 estratos, comenzando desde la ldmina ba-
sal y considerando las células: 2) estrato circular inter-
no; &) estrato circular medio interno; ¢) estrato
circular medio externo, y #) estrato circular externo.

Células positivas para la enolasa neuronal
especifica

Se cuantificaron las células del epitelio seminifero con
reaccién (+) y (—), clasificadas en: #) gonias (A + B);
b) espermatocitos I (paquiteno); ¢) espermatidas y es-
permatozoides, y 4) células de Sertoli. Los resultados
se expresan en porcentaje de células positivas respecto
al total de células contadas (promedio + desviacién
estandar). Las diferencias se trataron con la prueba de
la t de Student (p < 0,05).

RESULTADOS

La vimentina se expresé fuertemente en células de
origen mesenquimdtico. Las células peritubulares
mioides presentaron la mayor reactividad (18,7%); en
las células de Sertoli hubo una ligera expresion
(0,1%), y se observé ausencia de expresiéon en la linea
germinal (fig. 1).
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Figura 1. Porcentaje de células con inmunorreaccién positiva a vi-
mentina en el testiculo senil humano: células mioides (comparti-
miento peritubular), células de Sertoli y espermatogonias (compar-
timiento tubular). Los resultados se expresan como promedio +
desviacion estandar.

19

seminiferos seniles humanos

Con la desmina (fig. 2), se obtuvo una distribucién
diferencial de las células reactivas, restringida sélo a
células del compartimiento peritubular, con un 10 a
15% de células positivas, principalmente hacia la lami-
na basal (un 81% de estrato circular basal interno mas
estrato circular medio interno, células de caricter
muscular), que hacia la periferia del peritdbulo alcan-
z6 un 19% (estrato circular medio externo mads estrato
circular externo, células tipo fibroblastos).

La enolasa no se expresé en las células de Sertoli,
mientras que la linea germinal mostré una positividad
del 76% en espermatogonias (A + B) y un 10%, en es-
permatocitos 1 (principalmente paquiteno). Sin em-
bargo, en las espermatidas y los espermatozoides, que
estin en actividad de reduccién del citoplasma, no
hubo reactividad (fig. 3).

DISCUSION

En la divisién celular, los filamentos intermedios se
reordenan por fosforilacién y desfosforilacién, y se
distribuyen hacia la regién perinuclear y periférica. En
la célula de Sertoli, se ha demostrado que la vimenti-
na estd presente durante toda la vida del individuo,
con distribucién diferencial antes de la pubertad, du-
rante el envejecimiento y en algunos estados histopa-
tologicos'®. Esta descripciéon coincide con la reaccién
débil de la vimentina presente y observada por inmu-
nohistoquimica durante la senilidad testicular huma-
na. Comparativamente, las células mioides mostraron
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Figura 2. Porcentaje de células del compartimiento peritubular del
testiculo senil humano, con inmunorreaccién positiva a desmina
(promedio + desviacién estindar). Las células del peritabulo fueron
clasificadas en estratos celulares segtin su posicion desde el centro
hacia la periferia: ) estrato circular interno; &) estrato circular me-
dio interno; ¢) estrato circular medio externo, y ) estrato circular
externo, respectivamente.
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Figura 3. Porcentaje de células con inmunorreactividad positiva a
la enzima enolasa neuronal especifica (ENE), en células del com-

partimiento tubular del testiculo senil humano (promedio + desvia-
cioén estandar).

una fuerte reaccién a la vimentina, que coincidia tam-
bién con la presencia de dano histopatolégico, como
el taponamiento tubular, la vacuolizacién y la discon-
tinuidad del epitelio germinal, lesiones que son carac-
teristicas de la senilidad testicular?.

En la reorganizacién de los filamentos intermedios
durante la division celular, una enfermedad o el enve-
jecimiento, se alteran las uniones intercelulares y la
organizacién de los tejidos epiteliales. Estos estados
son de mayor relevancia durante la espermatogenia, si
se considera la sincronfa con la que progresa la proli-
feracién espermatogonial en los espacios inter-Sertoli
y la barrera hematotesticular. Segtiin Wang et al'?, en
un estado de depresién de la espermatogenia podrian
ocurrir un aumento de la inmunorreactividad a la vi-
mentina, asociado a estados histopatolégicos testicu-
lares, y alteraciones en la distribucién e integridad de
la vimentina en las células de Sertoli. Esta caracteristi-
ca de los filamentos intermedios de las células de Ser-
toli aparentemente est relacionada con la integridad
del eje hipotilamo-hipéfiso-gonadal.

Segun Johnson et al'; la célula de Sertoli y su citos-
queleto permiten la organizacién del tejido seminife-
ro mediante la organizacién de microtabulos, fila-
mentos intermedios y microfilamentos, lo que facilita
la estructuracién de las uniones inter-Sertoli, Sertoli y
células germinales, y entre Sertoli y la lamina basal del
epitelio. En la célula de Sertoli, la vimentina se dispo-
ne alrededor del nucleo, se irradia centrifugamente
hacia la periferia celular y alcanza la regién lateral de
la membrana plasmdtica en asociacién a microfilamen-
tos de actina y a las uniones inter-Sertoli; también se
extienden hacia la regién basal de la célula, para rela-
cionarse indirectamente con la matriz extracelular.
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En las células de Sertoli, la vimentina hace recordar
su origen mesenquimatico que, junto con la coexpre-
sién ocasional de citoqueratinas (en etapas de desa-
rrollo temprano), la vinculan, por definicién, al tejido
epitelial. Sin embargo, Rodriguez et al> describen que
la célula de Sertoli presenta un citosqueleto complejo,
de organizacién perinuclear y también en la region
periférica, constituido por filamentos tipo vimentina.
Esto sugiere que la célula de Sertoli no es una célula
epitelial verdadera, sino que sélo presenta diferencia-
ciones epitelioides de origen mesenquimdtico.

Segin Johnson et al' y Rodriguez et al?; el patrén
histolégico mds frecuente en el testiculo senil corres-
ponde a una mezcla de diferentes patrones de organi-
zacién en la celularidad del tabulo seminifero, que va-
ria desde tibulos con espermatogenia completa hasta
tabulos con detencién total de la espermatogenia en
las espermatogonias o los espermatocitos, normal-
mente asociados a caracteristicas histopatoldgicas,
como la esclerosis tubular, la vacuolizacién y la dis-
continuidad del epitelio.

Paralelamente, los filamentos de vimentina asocia-
dos a los cambios histopatolégicos del testiculo senil
modifican su concentracién y su organizaciéon. La
identificacién de la presencia de vimentina en el testi-
culo senil permite identificar una poblacién reducida
de células de Sertoli con reaccién positiva, y se asocia
a tabulos seminiferos con espermatogenia completa,
mientras que la presencia de células de Sertoli negati-
vas se encuentra asociada a tabulos seminiferos, con
diversos grados de alteraciones histopatolégicas. Sin
embargo, Johnson et al' describen una reactividad a
la vimentina moderada en tibulos seminiferos con es-
permatogenia completa, y una inmunorreactividad
aumentada en tdbulos con detencién de la esperma-
togenia, aunque s6lo describen la intensidad de la re-
accion y no el nimero de células de Sertoli inmuno-
rreactivas.

Segin Alberts et al3, las células intersticiales, del pe-
rittbulo y las de Sertoli deben ser reactivas a la vi-
mentina, mientras que las células germinales, no. Re-
sultados similares se describen en el presente trabajo,
con la diferencia de que las células de Sertoli presen-
taron una reacciébn positiva extremadamente ligera.
Mais atin, esta leve positividad estd asociada a tabulos
seminiferos con la espermatogenia desorganizada, lo
que podria indicar que, durante la espermatogenia, las
células de Sertoli del adulto se distancian de su cardc-
ter mesenquimadtico, en asociacién con las células de
la linea germinal. Por tanto, la presencia de inmuno-
rreaccién de la vimentina estarfa asociada positiva-
mente a la condicién de una espermatogenia comple-
ta. Sin embargo, en un estado tumoral de las células
de Sertoli, éstas adquieren un caricter mds mesenqui-
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mdtico y una inmunoexpresiéon de mayor intensidad,
semejante a un estado de inmadurez?®. Por el contra-
rio, y de acuerdo con los resultados mostrados aqui,
pareceria que, durante la senilidad, en las células de
Sertoli simplemente se daflan la vimentina y el citos-
queleto.

La desmina, un FI de fibras musculares, se encon-
tré ausente del tejido germinal citogénico, especifica-
mente en las células de Sertoli, las germinales y las
intersticiales, tal como describen otros autores®. Sin
embargo, la positividad en las células peritubulares
parece ser dependiente de la especie animal en estu-
dio. Segtn estos autores®, las células peritubulares
humanas dan reaccién positiva a la desmina. Esta
misma situacién se describe en los resultados del pre-
sente trabajo, agregando, ademads, que el peritabulo
testicular humano presenta una inmunorreaccién po-
sitiva dependiente de la posicién de las células: el
area peritubular mds cercana a la ldmina basal presen-
ta el nimero mas elevado de células inmunorreacti-
vas (42,5%) y constituye una fracciéon celular de ca-
ricter muscular, lo que disminuye a medida que la
posicién de la célula se hace mds periférica, donde
adquiere un cardcter mas propio de las células de tipo
fibroblasto.

Aparentemente, la estrecha asociacién funcional en-
tre las células intersticiales y las de Sertoli y una aso-
ciaci6bn moduladora de las células de la espermatoge-
nia parecen definir los patrones de organizacién del
citosqueleto en los diferentes tipos celulares del testi-
culo, con sus FI caracteristicos, segin el origen em-
brionario.

En el testiculo, estd claro que el origen embrionario
de las células de Sertoli y las peritubulares es mesen-
quimdtico. Sin embargo, para las células intersticiales,
como las de Leydig, se postula un origen neuroecto-
dérmico, ya que expresan una fuerte inmunorreactivi-
dad a ENE'. Esta ENE corresponde a un marcador
para células del sistema nervioso central y periférico, y
células neuroendocrinas del sistema APUD.

En el presente trabajo se describe que las células del
tejido germinal, especificamente espermatogonias ti-
pos Ay B, presentaron una fuerte inmunorreactividad
a ENE (un 76% del total de las espermatogonias).
Mientras progresan los procesos de divisiéon celular,
mitosis y meiosis, la inmunorreactividad disminuye en
citos I (10%), y no estd presente durante la meiosis
(espermatidas redondas y elongadas, y espermatozoi-
des). Mientras que en las células de Sertoli hubo au-
sencia total de inmunorreactividad. Sin embargo, al-
gunos autores?! demostraron que células en cultivo i
vitro de tumor testicular (células de Sertoli), expresa-
ron una fuerte inmunotincién para ENE y una inmu-
notincién variable para vimentina.
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Probablemente, la inmunorreactividad de las célu-
las de la linea germinal a ENE refleja el origen em-
brionario de las células germinales desde el embrién
temprano: macizo celular interno, hipoblasto, neuro-
ectoderma y células germinales.
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