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|. RESUMEN/ABSTRACT

El sector Porcino se encuentra en una gran fase de desarrollo y se buscan nuevos métodos para
poder optimizar la produccion. Un correcto manejo de los machos reproductores puede ayudar

a mejorar la productividad de manera considerable.

El aparato reproductor masculino del macho estd compuesto por el pene, glande y prepucio,
testiculos, epididimos, y glandulas bulbouretrales. La espermatogénesis se define como los
cambios ocurridos en la morfologia y funcidn de las células germinales, que finaliza con la
produccién de espermatozoides. Dentro del testiculo encontramos ademas 2 tipos celulares
importantes: Las células de Leydig situadas en el intersticio de los tubulos seminiferos, y las
células de Sertoli situadas en el interior de los tubulos. Ambas proporcionan soporte estructural
y metabdlico a las células germinales para que la espermatogénesis funcione de manera

correcta.

La infertilidad en los machos de la especie porcina puede suceder de manera total o parcial.
Cuando la presencia de espermatozoides en el eyaculado es nula, se denomina azoospermia, y
puede ser de dos tipos: obstructiva y no obstructiva. El objetivo de este trabajo es determinar
los cambios descritos en cortes histolégicos de testiculos azoospérmicos con diferentes
marcadores inmunohistoquimicos, para poder compararla con la literatura ya descrita y tratar
de encontrar cuales son los mecanismos que causan este problema. Los hallazgos encontrados
son el aumento del grosor de la membrana basal, la hiperplasia de las células de Leydig, la menor
densidad del epitelio germinal, diferentes tipos de azoospermia, como patrdn Sertoli y arrestos
madurativos en diferentes grados asi como presencia de células multinucleadas. Los marcadores
utilizados revelaron diferentes patrones lesionales, pero seria necesario utilizar un abanico

mayor para comprender las causas precisas de la azoospermia.

ABSTRACT
The Swine sector is in a significant phase of development, and new methods are being sought
to optimize production. Proper management of breeding males can help improve productivity

considerably.

The male reproductive system consists of the penis, glans, prepuce, testicles, epididymides, and
bulbourethral glands. Spermatogenesis is defined as the changes occurring in the morphology
and function of germ cells, culminating in the production of sperm. Within the testicle, we also
find two important cell types: Leydig cells located in the interstitial space of the seminiferous
tubules, and Sertoli cells located inside the tubules. Both provide structural and metabolic

support to germ cells to ensure proper spermatogenesis.



Infertility in male pigs can occur partially or totally. When there is no presence of sperm in the
ejaculate, it is called azoospermia, which can be of two types: obstructive and non-obstructive.
The aim of this study is to determine the lesion changes described in histological sections of
azoospermic testicles using different immunohistochemical markers, in order to compare them
with existing literature and attempt to identify the mechanisms causing the problem. The
findings include thickening of the basal membrane, hyperplasia of Leydig cells, lower density of
the germinal epithelium, different types of azoospermia, such as Sertoli cell-only pattern and
maturation arrest at various stages besides the the presence of multinucleated cells. The
markers used in study revealed different lesion patterns, but a broader range of markers would

be necessary to understand the precise causes of azoospermia.

Il. INTRODUCCION

La produccion de carne de cerdo, a diferencia de otras especies, se mantiene en aumento en
nuestro pais, consoliddndose como la segunda carne mas consumida, con 8,61kg de consumo
per capita, después del pollo (MAPA, 2022). Esto se debe a la mejora del sistema de produccion,
entre las que destacan los avances en reproduccion. Por parte de la hembra, se busca una mayor
prolificidad, menor intervalo entre partos, y por parte del macho, mayor calidad seminal. Todo

esto con el objetivo de tener el mayor nimero de lechones vivos y destetados sanos.

La reproduccion en cerdos se realiza a través de la inseminacién artificial, donde el semen
utilizado proviene de granjas de centros de inseminacién donde hay machos seleccionados
genéticamente que cumplen la funcidon de sementales. A estos machos se les denomina
verracos. Antes de mandar el semen a las explotaciones de madres, se realizan controles de

calidad, en los que se analizan diferentes pardmetros tanto microscépicos como macroscépicos.

El uso de lainseminacién artificial, ha producido grandes avances en fertilidad, labores genéticas
y salud y bienestar de los animales. El cambio en la industria sobre usar métodos de monta
natural a inseminacién artificial, se remonta a 1960, donde Reino unido es lider en este proceso
de transicién. Mas tarde, se unirdn el resto de paises europeos. Los centros de inseminacion en
la especie porcina empiezan a ser mayoritarios en 1980, y para la década de los 90, la mayoria
de carne de cerdo en Europa es obtenida a partir de la inseminacion artificial (Knox RV, 2016).
Esto conduce a que cada vez cobren mas importancia las patologias reproductivas que puedan

aparecer en los cerdos, y de todas ellas, la infertilidad es la mas destacable.



[1l. APARATO REPRODUCTOR DEL MACHO
llla. ASPECTOS ANATOMICOS

El aparato reproductor masculino del macho estd compuesto por el pene, glande y prepucio,

testiculos, epididimos, y glandulas bulbouretrales.

Las génadas en el aparato reproductor masculino son los testiculos, los cuales poseen una
funcién endocrina como formadores de hormonas, y funcién productora de espermatozoides y
el liqguido seminal. En lo que se refiere a su orientacidn, se encuentran en la regién del anillo

inguinal, en direccidn oblicua vertical y con el epididimo en disposicion craneal (The pig site).

Estan formados por las siguientes capas, nombradas de la mds interna a la mas externa:
Albuginea, Tunica vaginal (visceral y parietal), fascia espermatica interna, musculo cremaster,
fascia espermatica externa, tunica dartos y la piel. De estas dos capas, la datros y el cremaster
son musculares. Su funcion es alejar o contraer los testiculos al abdomen, para poder asi regular
la temperatura a la que se produce la espermatogénesis, los cuales se deben mantener a 32-

34°C, unos cuantos grados menos a la temperatura normal del cerdo, 37°C(Magapor).

Ademas, existen otras dos estructuras que participan en la termorregulacion; el escroto, que al
tener una densa pero fina capa de pelo crea una capa de aire protegiéndole del frio, y el plexo
pampiniforme. En este lugar, las arterias crean trazados sinuosos, haciendo que la sangre pierda

temperatura cuando llegue al testiculo (Williams, 2013).

La tunica albuginea es la capa mas interna que cubre cada testiculo, y de ella parten hacia el
interior del testiculo septos, que dividen el testiculo en estructuras llamadas pirdmides o
lobulillos testiculares. Cada lobulillo estd formado por varios tubulos seminiferos muy
enrollados, la unidad productora de espermatozoides, ademds de un estroma donde se
encuentran las células de Leydig. Cada tubulo dentro del lobulillo forma asas, y a medida que se
acercan al interior del testiculo se disponen de forma recta formando los tubulos rectos

(Wojciech et al., 2019).

El epitelio seminifero se encuentra sostenido mediante una lamina basal, y una capa de células

peritubulares que rodea el tubulo seminifero (Wojciech et al., 2019).
Por tanto, encontramos 3 tipos de células:

Illal. CELULAS DE SERTOLI

También denominadas células de sostén, se encuentran de manera contigua y ocupando

espacios entre las células espermatogénicas (Wojciech et al., 2019). Se tifien con hematoxilina-



eosina, pero esta disposicién tan unida a las células germinales hace que sea dificil poder

diferenciar ambas al corte (Lunstra et al., 1986).

Su funcién es estimular la espermatogénesis, proporcionando proteccidn y nutricién para el
desarrollo de las células germinales, secretando fluidos, proteinas y factores de crecimiento.
También participan en la fagocitosis de células y de exceso de citoplasma proveniente del

esperma producido (Franca et al., 2005).

Las células de Sertoli desempefian un papel clave en diferentes etapas del proceso de
espermatogénesis al secretar muchos factores inmunomoduladores y de crecimiento. Entre
todos ellos, se destaca el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
el factor de células madre (ligando de c-kit), el factor neurotréfico derivado de células de la glia

(GDNF) e interleucinas (IL) 1 y 6 (Panahi et al., 2019).

Ademas, también secretan una serie de hormonas, entre las que se encuentra la hormona anti-
Miilleriana (AMH), la cual va a participar en la diferenciacion sexual. La regulacién del
hipotdlamo-hipdfisis se encuentra regulada, entre muchos otros factores, por inhibina y actina,

dos hormonas también producidas por estas células (Panahi et al., 2019).

La proteina ligada a los andrégenos también es muy importante en el transporte de los mismos
debido a sus caracteristicas lipofilicas, ayudando por tanto al transporte de hormonas

androgenas y permitiendo que actuen fuera del testiculo (Gpe, 2016).

El nimero de células de Sertoli estd relacionado con la capacidad de produccién de
espermatozoides (Franca et al., 2005). Durante los primeros meses de vida, se produce el
desarrollo y maduracién de estas células debido a la accidn de hormona FSH, y la maduracidn
continua hasta el momento que se forma la barrera hemato-testicular, a los 4 meses de edad

(Gpe, 2016).

De esta forma, el nimero de células formadas durante la etapa pre-puberal sera determinante
para el peso del testiculo, ya que una vez alcanzada la pubertad, las células pasan de una fase
de mitosis a una de no-mitosis por la accion de la hormona tiroidea T3. Por tanto, el numero de
células germinales que pueden aparecer es limitado por el espacio que queda disponible

(Almeida et al., 2006).

Existen uniones entre las células de Sertoli adyacentes, que generan dos compartimentos: uno
basal y otro adluminal. En el compartimento basal se encuentran las espermatogonias y
espermatocitos primarios. Los espermatocitos primarios generados por mitosis tienen que

atravesar el complejo de uniones para desplazarse hasta la zona adluminal. Aqui se producira la
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diferenciacion a espermatidas y la continuacion de su evolucidn a espermatozoides. Por tanto,
esta barrera preserva las células germinales haploides de la sangre y del sistema autoinmune,
permitiendo a las células germinales en desarrollo entrar en el compartimento adluminal para
su diferenciacion mediante el desensamblaje y reensamblaje de los complejos de unién de la

membrana (Lysiak et al., 2012).
Illa2. CELULAS DE LEYDIG

Se situan en el intersticio celular, rodeando a los tubulos seminiferos. Son células grandes y
eosinofilicas, que contienen gotas lipidicas en su interior. Como caracteristica de estas células,
destaca su elaborado reticulo endoplasmamico liso, asi como mitocondrias con crestas
tubulovesiculares, lo que explica su eosinofilia. La funcién de estas células es la elaboracion de
testosterona a partir de colesterol, hormona clave en diferentes funciones a lo largo de la vida

del animal (Wojciech et al., 2019).

En el embrién, se encarga del correcto desarrollo de las génadas, ademas del descenso de los
testiculos, que en la especie porcina al igual que en rumiantes es prenatal. En la pubertad es la
responsable de la aparicién de los caracteres sexuales secundarios, la secrecidn por parte de las
glandulas accesorias y el inicio de la produccion espermatica. Durante la etapa como semental,

la testosterona es indispensable para mantener la espermatogénesis (Gpe, 2016).

De esta manera, las células de Leydig participan activamente en el mantenimiento de las células
de Sertoli, y de forma indirecta, en la espermatogénesis. La cantidad de reticulo
endoplasmamico rugoso de estas células se usa como indicador de la produccién de

testosterona (Gpe, 2016).

Estas células sufren un largo proceso de evolucion a lo largo de su vida. El cerdo es la Unica
especie con un patrdn bifasico de evolucidn de las mismas (Franca et al., 2000). Se sitUan cerca
de vasos sanguineos, permitiendo acceder al torrente sanguineo a los esteroides creados

(Wojciech et al., 2019).
Il1a3. CELULAS GERMINALES

Se encuentran en el interior de los tubulos seminiferos, alrededor de la luz. Derivan de las células
germinales primordiales originadas en el saco vitelino que coloniza las crestas gonadales durante

el desarrollo temprano de los testiculos (Wojciech et al., 2019), (Lépez y Quiroga, 2015).

El nimero de células germinales aumenta continuamente en el testiculo, alcanzando su maximo
nivel de proliferacion a los 4-5 meses de edad, y estabilizdndose cuando el verraco cumple la

edad de 7 meses. Esto genera que a su vez aumente gradualmente la longitud de los tubulos



seminiferos. Existe una correlacion entre el diametro de los tubulos seminiferos y el nimero de

células germinales existentes (Franca et al., 2000).
[lla4. BARRERA HEMATOTESTICULAR

Se trata de una barrera que crea un compartimento fisiolégico dentro del epitelio seminifero.
Aisla las células germinales haploides del sistema inmunitario. Ademas, en la luz de los tubulos
seminiferos, se concentran gran cantidad de productos de secrecidn por parte de las células de
Sertoli, entre ellos la proteina fijadora de andrdégenos, la cual tiene especial afinidad por la
testosterona, y su funcién es mantener en este lugar altas concentraciones, para mantener el
correcto desarrollo del espermatozoide. La caracteristica fundamental que le confiere la
capacidad de permitir la migracién de las células germinales, se debe a que la barrera esta
compuesta por los tipos de uniones: Estrechas y adherentes. Estas proteinas integrales de
membrana no llegan a interaccionar entre si, pero estan vinculadas a través de adaptadores
periféricos. Dicha caracteristica lo diferencia de otras barreras como la hematonecefdlica o
hematorretiniana, y de esta forma, suceden cambios estructurales que permiten el paso de las
células germinales mientras que la integridad de la membrana no se encuentra comprometida

(Yany Cheng, 2005).

IllaS. EPIDIDIMO

Se trata de un conducto de mas con una longitud de 50 a 60 metros, condensado en 20 cm,
situado en la parte dorsal de los testiculos, cuya funcion es el transporte, maduracién y
almacenamiento espermatico. Es un conducto Unico muy contorsionado, que une los conductos

eferentes al conducto deferente. Presenta 3 partes: cabeza, cuerpo y cola (Gpe, 2016).

En la especie porcina, la cabeza, cuerpo y cola se pueden subdividir en cuatro, tres y dos
segmentos respectivamente. En todas estas zonas, el conducto presenta un epitelio formado
principalmente por células basales, ademas de otro tipo con diferentes funciones (Franga et al.,

2005).

- Células principales: secrecidn y absorcion de proteinas
- Células claras: Endocitosis, eliminacién de material del lumen
- Células Halo: Actividades secretoras responsables de la acidificacion del medio

- Células basales: Produccion de antioxidantes, defensa inmunitaria y fagocitosis

En el cuerpo del epididimo los espermatozoides se vuelven moviles y adquieren capacidad
fecundante. Los cambios ocurridos no solo son de tipo morfolégico, sino también bioquimico y

fisiolégico, producido por las secreciones generadas (Williams, 2013).



[lla6. CONDUCTO DEFERENTE

Se trata de un tubo muscular que impulsa a los espermatozoides de la cola del epididimo a la
uretra pélvica, donde se unen a las vias urinarias. Forma parte del cordén espermatico (Williams,
2013)

[lla7. PENE

El pene de los verracos es largo y rigido y su longitud varia de 300 a 500 mm de longitud. Se
divide en 3 partes: raiz, cuerpo y glande. Es de tipo fibroelastico, y cuando esta en reposo se
describe la flexura sigmoidea, ya que dentro del abdomen se posiciona en forma de S (the pig
site).

El saco prepucial del pene tiene la funcién de albergar una serie de fluidos viscosos que ayudan
durante la reproduccidon, ademds de feromonas, y una alta cantidad de bacterias
potencialmente patdgenas. Vaciar el saco durante la monta natural puede provocar que gran
cantidad de estas bacterias se introduzcan en el Utero de la hembra (the pig site).

ll1a8. GLANDULAS ACCESORAS

Su funcién es la produccién de la funcién no espermatica del eyaculado, el plasma seminal.

Varian en funcién de la especie, y en el cerdo nos encontramos con:

e Prostata: Situada sobre la vejiga, con la mayoria de su cuerpo incrustada en la capa
muscular que rodea la uretra pélvica (Magapor, 2020). Su funcién es neutralizar las
secreciones vaginales acidas, por lo que estas secreciones contienen, entre otros
componentes, calcio y fosfatasa alcalina, de forma que el pH resultante es alcalino.

Ademas, aportan el olor caracteristico a cerdo (William, 2013).

e Vesiculas seminales: Se encuentran laterales a la parte terminal de cada conducto
deferente. Se trata de un drgano par pero unido entre si, con forma lobulada, grande y
difusa, que son responsables de la mayoria de la fraccidn no espermatica del eyaculado
(Magapor 2020). En su secrecién, se detectan altos niveles de acido citrico, fructosa,
ergotionina y varios aminodcidos, que protegen a los espermatozoides de variaciones

bruscas de pH (William, 2013).

e Glandula bulbouretral o de Cowper: Son drganos pares situados cerca del arco de la
pelvis, en la porcién mas caudal de la uretra pélvica, aambos lados de la uretra. Su forma
es larga y cilindrica, y su funcidn es la secrecion de la fraccion gelatinosa del eyaculado,
la tapioca (William 2013). El contenido es rico en mucina, la cual limpia la uretra,
formando parte de la primera fraccion del eyaculado. Ademds, posee otros

componentes que favorecen la motilidad espermatica (Magapor, 2020).



El volumen normal que un verraco puede eyacular oscila de los 100-500 cm?, con una

concentracidn normal de 200-400x10° espermatozoides/ml (Valverde, 2021).

Illb. ASPECTOS FISIOLOGICOS
lllb1. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis se define como un proceso regulado de diferenciacion y cambios en la
morfologia, que finaliza con la produccidon en el epitelio seminifero de los tubulos testiculares

de espermatozoides, los cuales se generan en 2 fases bien diferenciadas.

Por una parte, la espermatocitogénesis consigue transformar una espermatogonia (diploide) en
una espermatida (haploide). Esto se consigue debido a una serie de divisiones meidticas para

reducir los cromosomas, y mitoicas para que sufran multiplicacién (Lépez y Quiroga, 2015)

Se distinguen 2 tipos de espermatogonia: Las espermatogonia tipo A se dividen por mitosis y su
funcién es repoblar las células del epitelio y generar células progenitoras, las cuales seran las
qgue se sometan a espermatogénesis. Por otro lado, las espermatogonia tipo B serdn las que
daran lugar a los espermatozoides, y seran las que sufran las divisiones meidticas y mitoicas

correspondientes (Lopez y Quiroga, 2015).

A partir de una sola espermatogonia (2n) podemos obtener muchas células espermatidas(n). Las
espermatogonias tipo B comenzaran con la primera division meidtica, generando dos
espermatocitos primarios, con nimero cromosomico 2n4c. En la siguiente fase, la meiosis 2, se
generan 4 células haploides, denominadas espermatidas, con nimero cromosémico n. Se
distinguen 2 tipos en base a su morfologia: Espermatidas redondas y elongadas, aunque otros
autores describen numerosos tipos de espermatidas en base a su morfologia. Cada ciclo
espermatogénico tiene una duracion de 8,6-9 dias, siendo la duracidn total de Ia

espermatogénesis de 38-40 dias (Franga et al., 2005)

Como caracteristica de la especie porcina, los cambios que suceden en la célula germinal
durante la espermatogénesis se pueden agrupar en tres fases en relacidn a la meiosis: fase pre-
meidtica (formacién de dos espermatocitos y una espermatida), fase meiédtica, y fase post-
meidtica (formacion de dos espermatidas y un espermatocito). Ademads, También se distinguen
4 tipos de espermatogonia: Espermatogonia tipo A indiferenciada, espermatogonia tipo A

diferenciada, espermatogonia intermedia, espermatogonia tipo B (Franca et al., 2005)

Por otra parte tenemos las espermiogénesis, que sucede posteriormente a Ia
espermatocitogénesis, y en la que a partir de las espermatidas se consigue espermatozoides. El

proceso dura 15 dias, y en él se suceden una serie de cambios morfolégicos divididos en 5 fases
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diferenciadas en el caso del humano. En el caso del cerdo, existe cierta division en cuanto a la

clasificacion de las fases que ocurren en esta etapa (Lopez y Quiroga, 2015).

Se trata, por tanto, de una serie de cambios morfoldgicos de espermatidas a espermatozoides

con flagelo. Se produce la formacion del acrosoma, flagelo, y separacion del cuerpo residual.

Existen diferencias entre especies en lo que concierne a la espermiogénesis. En el caso del cerdo,
la caracteristica mas representativa de la morfologia del espermatozoide el tamafio del flagelo
y su forma ovalada. Este proceso tiene una duracién de 15 dias, y por tanto, la formacion del

eyaculado dura entre 50 y 55 dias (Franca et al., 2005)

Finalmente, los espermatozoides que se acaban de formar, se transportan hacia el epididimo
gracias a la accion del tejido ciliado de los conductos eferentes y a la propia actividad peristaltica

del conducto (Gpe, 2016).

Figura 1: Corte histoldgico de un tubulo seminifero normal.H-E.x200. Fuente: Directores.

IV. INFERTILIDAD

IVa. TIPOS

La infertilidad, definida como la dificultad para concebir, puede ser debida a problemas en el
macho o en la hembra. En el macho, obedece a un déficit en la produccién de espermatozoides,
la cual puede ser parcial o total (Sharma et al., 2020). En la especie humana, la infertilidad debida
al hombre representa aproximadamente un 50% (Sharma et al., 2020), sin embargo, en el cerdo

no esta bien definida.
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Existen diferentes técnicas diagndsticas para el estudio de la infertilidad y el espermiograma es
uno de ellos (Sharma et al., 2020). El espermiograma revela las caracteristicas del eyaculado y
puede mostrar la presencia de formas anormales (teratospermia) o la cantidad de
espermatozoides, con casos en los que haya disminucién (oligospermia) o casos extremos, en
los que la ausencia de espermatozoides sea total (azoospermia). En el cerdo con teratospermia,
los animales son eliminados cuando las formas anormales superan el 30%. Los animales

oligospérmicos son aquellos en los cuales la concentracién es menos de 150 x 10° mL.

La hipoespermatogénesis es aquella en la que se observan células germinales en todas las fases,
pero en menor numero (Witherspoon y Flannigan, 2019). En este tipo de infertilidad se incluyen
diferentes tipos de arrestos en el epitelio germinal. Este puede ocurrir a diferentes niveles del
ciclo espermdtico, con bloqueos a nivel de espermatogonia, espermatocito primario,

espermatidas o espermiogénesis (McLachlan et al., 2006).

La azoospermia, por otra parte, se puede dividir en primaria, cuando el problema es a nivel
testicular, o secundaria, cuando el origen es externo a los drganos reproductivos. La
azoospermia primaria se divide en obstructiva (AO) y no obstructiva (ANO), dependiendo de las
causas. La obstructiva es aquella relacionada con lesiones que impiden el flujo seminal a través
de los conductos mientras que la no obstructiva puede relacionarse con diferentes lesiones

testiculares (Figura 2).

Figura 2: Clasificacion de la azoospermia.

OBSTRUCTIVA (AD)

/ FOCAL
AZOOSPERMIA \ PATRON SERTOLI 4: COMPLETO

NO OBSTRUCTIVA (ANO) HIPOESPERMATOGENESIS
PRIMARIO

ARRESTO MADURATIVO <: SECUNDARIO

IVb. ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS

El estudio histopatolégico continta siendo una de las técnicas mds apropiadas para el estudio
de la infertilidad, especialmente en casos de lesidn testicular primaria (MclLachlan et al., 2006).
Estos se han realizado especialmente en el hombre (MclLachlan et al., 2006) y en animales de
experimentacion de modelos de infertilidad, principalmente roedores (Fijak et al., 2018; Riken
et al., 2024). No obstante, el caracter altamente invasivo de la biopsias en humana, hace que los

modelos animales sean especialmente apreciados (Riken et al., 2024).
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En la azoospermia no obstructiva, encontramos dos grandes categorias histoldgicas: aplasia de
las células germinales, en la cual no existen células germinales en los tubulos seminiferos, y sélo
se encuentran células de Sertoli, denominandose sindrome de solo Sertoli o patrén Sertoli (PS);
y por arresto madurativo (AM), donde existen células germinales pero no son capaces de

convertirse en espermatocitos primarios (Abdel-Hamid et al., 2018).

Dentro del PS, encontramos una subclasificacidn, en la que se diferencia el PS focal, en la que
existen dreas de espermatogénesis residuales en el testiculo, y PS completo, que se debe a una
falsa migracién de los gonocitos a las génadas durante el desarrollo embrionario, produciendo

falta de desarrollo de la capa germinal (Ghanami Gashti et al., 2021).

De la misma forma, dentro de AM se puede clasificar en funcién de cuando se produce el arresto
madurativo. En la detencién temprana, solo se observaran espermatogonias o espermatocitos,
y en la detenciodn tardia, al ocurrir después de la meiosis, se pueden detectar espermatidas. En
la actualidad, se estan llevando a cabo estudios para poder clasificar cuantos tipos de detencion
meidtica existen. Se trata de estudios de gran complejidad, al estar involucrados multiples genes
que controlan la espermatogénesis. Es necesario no solo para establecer un enfoque
diagnéstico, sino también para poder comparar entre investigaciones cientificas. Witherspoon
y Flannigan (2019) proponen una subclasificacién en la que se distingue una parada en la pre-
metafase y post-metafase, pero dado el pequefio nimero de sujetos analizados en el estudio,

no se puede generalizar esta distribucién (Witherspoon y Flannigan, 2019).

En pacientes humanos con ANO, el didmetro de los tubulos seminiferos suele ser menor
respecto al de un testiculo sano. Sin embargo, en algunos pacientes, estos se encuentran
dilatados respecto al resto de tubulos atréficos que los rodean. Ademds, estas areas logran
mantener una espermatogénesis activa. Estudios con inmunofluorescencia demuestran que el
microambiente de ambos tipos de tubulos es distinto, existiendo una mayor proporcion de
células germinales inmaduras en los tubulos no dilatados. Por tanto, los marcadores celulares

para los distintos tipos de ANO muestran una expresion diferente.

Sin embargo, en pacientes con arresto madurativo, los tubulos seminiferos dilatados muestran
una cantidad de células germinales parecidas a los de un testiculo sano. Se aprecia también un
mayor grosor de la pared tubular en pacientes con PS, que afecta negativamente a la
contractibilidad del tabulo en su propulsién del contenido hacia la rete testis. La produccién de
hormona antimulleriana AMH aparece en pacientes con PS y en testiculos normales, aunque la

expresion es mayor en los testiculos normales (Jensen et al., 2022).
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IVc. CAUSAS

Las causas de la infertilidad son variadas y, a veces, desconocidas, con un cierto porcentaje de
casos considerados como idiopaticos. Las causas en el hombre se han dividido en tres grandes
categorias (Sharma et al., 2021), con aquellas en las que se produce un hipogonadismo primario
por déficit hormonal debido a un fallo en el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal, un hipogonadismo
secundario por dafio testicular o las debidas a una obstruccion en el flujo seminal, también

denominadas azoospermias obstructivas.

Las casusas de cada tipo también pueden obedecer a diferentes origenes. Asi, la azoospermia
no obstructiva puede ser el resultado de defectos en la espermatogénesis, desordenes del
cromosoma Y, defectos genéticos, infecciones, tumores y quimioterapia. Una causa importante
de ANO en ciertas especies como el perro es la exposicién a factores tdxicos ambientales, como
podria ser el caso de los micropldsticos, enfermedades sistémicas como diabetes, deficiencias
nutricionales e inflamaciones e infecciones testiculares, como la orquitis autoinmune (England

et al., 2010). En el cerdo, sin embargo, no esta definida.

La azoospermia obstructiva es debida a una obstruccién mecanica del tracto reproductivo,
como en casos de granulomas espermaticos, los cuales son mds importantes en los animales.
Estos suceden cuando, debido a la rotura de los tubulos seminiferos, los espermatozoides
formados salen de los mismos y entran en contacto con el sistema inmune del animal,
desencadenando una reaccién inflamatoria (Kawakami et al., 2003). Finalmente, el término
referido como azoospermia pre-testicular engloba todos los desequilibrios endocrinos a nivel

extra-gonadal, como es el caso del hipotalamo o la glandula pituitaria (Wu et al., 2022).

El arresto madurativo puede deberse a causas primarias, como componentes genéticos,
secundarias (factores endocrinos, nutricidn, infecciones, torsiones testiculares, criptorquidia o
varicocele) o idiopaticas. Sucede que las células germinales son incapaces de desarrollarse de
forma completa. Puede ocurrir que se detenga el desarrollo en fases tempranas, donde solo se
detectaran espermatogonias o espermatocitos, o que se detenga el desarrollo completo de
estas células en fases mas tardias, observandose espermatidas sin espermatozoides. Por su
parte, las causas de testiculos con PS pueden tener distintas etiologias, como la criptorquidia,
tratamientos estrogénicos, quimioterapia o hipogonadismo (Abdel-Hamid et al., 2018). Los
problemas que generan el PS puede deberse a un fallo en la migracion de las células primordiales

del saco vitelino a las crestas gonadales (Wu et al., 2022).

La membrana basal tubular y las células y componentes mesenquimales del tejido peritubular

son considerados importantes en los problemas de fertilidad. Las células de la membrana basal
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son similares a las células musculares lisas, con capacidad de contraccion y relajacion. Ademas,
son esenciales para mantener la estructura y regulacion del microambiente del tejido testicular.
También desempefian un papel en la produccidn y secrecidn de ciertos factores y proteinas que
son importantes para el desarrollo y la funcidn de las células germinales, incluidas las células
madre espermatogénicas. Se distinguen 2 capas: una de células musculares lisas que
proporcionan el suporte estructural, y otra de células epiteliales que proporciona soporte
metabdlico a las células basales y a las de Sertoli. Ademds, tienen una posicién anatémica Unica,
ya que comunican tanto con el espacio intersticial como el espacio peritubular (Mayerhofer et

al., 2018).

La pared del tubulo seminifero en el hombre tiene varias capas, sin embargo, en el cerdo y ratdn,
especie en la cual se han realizado la mayoria de los estudios, el nUmero de capas es menor. A
menudo, las células peritubulares se denominan células mioides, por su labor de contraccion
para impulsar los espermatozoides a través de los tubulos, pero, como anteriormente se ha
descrito, también tienen una importante funcidn secretora. Son capaces de secretar diversos
componente de la matriz extracelular (MEC), que se depositan en la pared de los tubulos
seminiferos. En humanos, destacamos la decorina y el biglicano que, aparte de tener funciones
estructurales, interfieren con la sefializacidn de factores de crecimiento y roles en la inflamacion.
En testiculos con la espermatogénesis alterada, se encuentra aumentada la pared tubular
debido a un engrosamiento fibrético, ademas de encontrar depdsitos de biglicano. Este
proteoglicano puede ser la causa de activacion de macrofagos y mastocitos, fomentando una

respuesta inflamatoria, aunque aun esta por descubrir (Mayerhofer et al., 2018).

Ademads, en la especie humana, las células peritubulares también producen una serie de
componentes implicados en la renovacidon de las células germinales. Es el caso del factor
neurotréfico derivado de las células gliales (GDNF). Esto evidencia que no solo las células de
Sertoli se encargan de controlar el mecanismo de las células germinales, sino también las
peritubulares, y una disminucién en la continuidad o grosor de la barrera afecta a la

espermatogénesis (Mayerhofer et al., 2018).

Los factores secretados por las células de Sertoli tienen efecto directo sobre las células
precursoras musculares, sosteniendo la proliferacidon de los mioblastos C2C12 e inhibiendo el
estrés oxidativo y la apoptosis en la fase temprana del proceso de diferenciacién. Ademas,
estimulan la fusion de los mioblastos en miotibos y la expresion de marcadores de
diferenciacion miogénica en la fase tardia, sin afectar al potencial miogénico. Este estudio

sugiere que, gracias al potencial reparador y su relacidn con las células musculares, el uso del
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coctel de factores producido por estas células podria ser usado en terapias de regeneracion

muscular (Chiappalupi et al., 2022).

El receptor de andrdgenos (AR) se expresa en las células peritubulares (CPTs), ademas de en las
células de Leydig, por lo que también existe una regulacidn paracrina por parte de las hormonas
generadas en las Leydig. Estudios en ratones han demostrado que las células de Leydig regulan
las células peritubulares del ratén y estas, a su vez, la renovacion de las células madre
germinales. Este fendmeno se basa en la estimulacién con dihidrotestosterona de los AR en las
CPTs. Se observé que al estimular dichos receptores, aumenta los niveles de los mismos en las
células peritubulares, ademas de proteinas tipicas del musculo liso, pero en cambio, no se
describe un aumento en el GDNF. Otros estudios se basan en la eliminacion genética de GNDF

en las CPT, lo que consecuentemente produce infertilidad (Mayerhofer, 2019).

La orquitis también es una causa de infertilidad. En el cerdo se ha observado un aumento de
macréfagos y mastocitos alrededor de los tibulos seminiferos. Marcadores como el c-kit revelan
su agregacion en el intersticio de testiculos azoospérmicos. Estudios revelan los mecanismos
que ocurren en los mastocitos para que la espermatogénesis se vea afectada. Sin embargo, se
desconoce las causas exactas del aumento de su nimero y su activacion (Himelreich-Peri¢ et al.,

2022).

Los mastocitos en el cerdo doméstico tienen una distribucidn similar a la del testiculo humano.
Se encuentran en el area adyacente a los tubulos seminiferos y mas alejados, en el tejido
intersticial, entre las células de Leydig, aunque en menor cantidad. En cuanto a su desarrollo,
los mastocitos aparecen en el drea adyacente a los tubulos seminiferos al nacer y gradualmente
colonizan el tejido intersticial (area interlobular, rete testis, dreas peritubulares) a partir de los
1,5 meses de edad, incluso antes de alcanzar la madurez sexual a los 4,5 meses (Himelreich-Perié¢

etal., 2022).

Marcadores como la tripsina son capaces de detectar los mastocitos. La localizacion
inmunohistoquimica de los mastocitos mediante anticuerpos anti-triptasa ha demostrado ser
altamente especifica para la cuantificacion de los mastocitos (Ganesh et al., 2018). El c-kit

también es un buen marcador de mastocitos.

En pacientes infértiles, la localizacion y el nimero de mastocitos es distinta. Se encuentran
entremezclados con la pared de los tubulos y su nimero aumenta. Estudios de microscopia
electréonica han revelado que llegan incluso a estar en contacto con la ldmina basal. Los
mastocitos producen multiples moléculas como la triptasa, la quimasa o la enzima sintetizadora

de histamina, histidina descarboxilasa. La proximidad de los mastocitos a las células vecinas
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sugiere que pueden verse afectadas a través de los productos secretados. Un aumento de
histamina genera el aumento de concentracién de los niveles de calcio intracelulares,
desestabilizando el equilibrio intracelular afectando de esta forma a las CPTs (Mayerhofer et al.,

2018).

La quimasa es una proteasa encargada de transformar la angiotensina | en angiotensina Il. Dado
que la expresidon de AT1R se mostréo mediante inmunohistoquimica en las células de la pared
tubular en biopsias de testiculos humanos con azoospermia obstructiva, se explord la posibilidad
de un vinculo con la inflamacidn. Aplicada a CPTs-Humanas cultivadas, la Ang Il aumentd los
niveles de IL-6 y la subsecuente secrecion en el medio de cultivo a través de AT1R. Se considera,
por tanto, que la quimasa producida por los mastocitos estd vinculada a reacciones inflamatorias

de las células peritubulares (Mayerhofer et al., 2018).

Otra de las formas en las que los mastocitos afectan a las células peritubulares es a través del
ATP. Estas células en pacientes infértiles expresan receptores prurigénicos, cuyo ligando es el
ATP extracelular. Este puede venir de varias fuentes, incluidas las células de Sertoli, pero
también de los mastocitos. Este estudio demuestra que, in vitro, un aumento del ATP conlleva
una mayor expresion de moléculas proinflamatorias, las cuales pueden condicionar la

espermatogénesis (Mayerhofer et al., 2018).

IVd. UTILIDAD DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN EL ESTUDIO DE LA
INFERTILIDAD

Las células germinales inmaduras distribuidas en los tubulos seminiferos, dependiendo del
estado en el que se encuentren, pueden ser un valor prondstico respecto a cdmo se lleva a cabo
la espermatogénesis. La diferenciacion a través del uso de métodos inmunohistoquimicos de los
distintos estados en los que se encuentran las CG (células germinales), permite obtener una

prueba diagndstica para el manejo de la azoospermia no obstructiva (Eghbali et al., 2014).

El nimero de marcadores que se pueden utilizar es elevado, sin embargo, en este TFG se
estudiaron 4 marcadores para detectar posibles cambios en la composicién o actividad celular
en los testiculos. Por ello, la revision se ha centrado mas en estos marcadores. Los marcadores

son vimentina, actina de musculo liso (a-sma), c-kit, ki-67.

La vimentina es un tipo de filamento intermedio, que forma parte del citoesqueleto de las
células, y tiene numerosas funciones relacionadas con la morfologia y motilidad de las células.
A través de estudios inmunohistoquimicos e inmunocitoquimicos se ha demostrado que existe
una menor cantidad en las células germinales indiferenciadas, llegando a haber una cantidad

nula en las células basales, aunque conforme se van diferenciando, la cantidad aumenta. A
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través de otro marcador, el SOX9, que permite distinguir entre las células de Sertoli y las basales,
se aprecia su expresion negativa en las células de Sertoli, apareciendo marcadas las basales. Por
tanto, la cantidad de vimentina es mayor conforme mas diferenciadas se encuentran las células
germinales, es decir, su aumento esta asociado a la diferenciacion celular (Niazi Tabar et al.,

2022).

Estudios en humanos y ratones demuestran que el citoesqueleto de las células de Sertoli
participan activamente en la espermatogénesis, y son un blanco perfecto para agentes tdxicos
que disminuyen la reproduccidn masculina. Los microtubulos (MTs) y filamentos de actina son
estructuras polarizadas, donde el extremo con polaridad + se sitla cerca de la membrana basal,
y el — cerca del lumen. Ambos se extienden, especialmente los MTs en mayor medida que los F-
actina, a lo largo de todo el epitelio, alineados con la membrana basal. Las “pistas” creadas por
estas estructuras sirven para el transporte de desechos celulares, mitocondrias, fagosomas, o
vacuolas, ademas de transportar espermdtidas, siendo apoyadas por las proteinas motoras

asociadas a microtubulos, que funcionan como “vehiculos de transporte” (Wu et al., 2022).

En muestras de testiculos azoospérmicos se observan fallos en la organizacién a lo largo del
epitelio seminifero, los MTs aparecen truncados y no logran extenderse a lo largo de todo el
epitelio y en su lugar, colapsan y no mantienen el didametro del tubulo seminifero. También
aparecen fallos en la expresion de las proteinas motoras como dineina 1y KIF 15, y las proteinas
estabilizadoras que se encargan de anclar los microtibulos en los extremos como EB1. En
concreto, se destaca el papel de dineina 1 como causante de defectos en el transporte de
espermatidas a través del epitelio seminifero, generando espermatidas atrapadas dentro de la
célula y multiples espermatozoides defectuosos en el epididimo. Aun asi, no se proporcionan
pruebas concluyentes sobre la relacion entre un citoesqueleto defectuoso e infertilidad, pero se

considera un gran condicionante (Wu et al., 2022).

Las células de Leydig producen testosterona, hormona fundamental para el desarrollo del
sistema reproductivo masculino, asi como de los caracteres sexuales secundarios, pero también
afecta al desarrollo de las células germinales y su maduracion. El c-kit, un receptor de la tirosina-
kinasa Kit, es expresado por estas células, ademas de otros marcadores como la anoactina 1
(ANO 1), el cual se encuentra en los canales de cloro dependientes del calcio de estas células. La
LH produce un incremento en la concentracion de calcio intracelular, generando la secrecion
por parte de las células al exterior de testosterona. De esta forma, existe una relacién entre la
despolarizacién de los canales de CI- dependientes de calcio y la liberacién de testosterona, en
los que la ANO 1 estaria implicada. Ademas, existen otros canales que participan en el

mantenimiento del potencial de membrana en reposo, como los TASK-1, canales de K+,

18



encontrados en mayor medida en las células de Leydig, pero también en las Sertoli. Sin embargo,
estos no estan relacionados con la secreciéon de testosterona, sino con la viabilidad y

supervivencia de la célula (Woo et al, 2023).

El parénquima esta formado por muchos tubulos seminiferos, separados por tejido intersticial,
donde se encuentran las células de Leydig, unos pocos fibroblastos, y vasos sanguineos y
linfaticos. Este tejido intersticial es mayor en los lobulillos afectados, y parece haber una mayor
proliferacién de las células de Leydig. El aumento en el nUmero de células de Leydig en testiculos
azoospérmicos se debe a una combinacidn de mecanismos hormonales compensatorios,
inflamacién, alteraciones en la BHT y respuestas celulares a la apoptosis y el estrés oxidativo.
Estos cambios reflejan un intento del tejido testicular de mantener la homeostasis y la
produccién hormonal en condiciones de dafio o disfuncidn. Sin embargo, no siempre se describe

aumento celular (Hauptman et al., 2021).

La medicién de testosterona como marcador para evaluar la proliferaciéon de las células de
Leydig puede servir para evaluar el dafio de las mismas. Pacientes humanos con
espermatogénesis alterada tiene niveles mas bajos de testosterona y/o niveles elevados de
hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), o a veces estan en el limite
inferior del rango normal. En la azoospermia idiopatica, niveles significativamente elevados de
LH con una testosterona en el limite inferior normal, desvela un fallo funcional de las células de

Leydig (Hauptman et al., 2021).

Encontramos otro marcador, en este caso el estradiol E2. Los niveles elevados de E2 pueden
causar una bloqueo autocrino de la enzima 17 alfa-hidroxilasa, implicada en la produccién de
testosterona y situada en el citoplasma de las células de Leydig. La hiperestimuclacidn de las
células de Sertoli con FSH conlleva un aumento de la produccidn de estrégenos por parte de las

mismas y, consecuentemente, a la disfuncién de las células de Leydig (Hauptman et al., 2021).

Este estudio demuestra que en la biopsia testicular de pacientes con ANO, encontramos desde
grupos regulares de células de Leydig, grupos significativamente hipertrofiados de células de
Leydig incluso una disminucion de estas células debido a la fibrosis intersticial. Esta fibrosis se
caracteriza por presencia de un gran nimero de fibroblastos, fibrocitos y sustancia fundamental
de tejido conectivo, ademas de un menor nimero de células de Leydig, las cuales tenian un
menor citoplasma. También se han descrito infiltrados mononucleares de disposicion
peritubular, que podian llegar a invadir la ldmina propia, aunque también pueden encontrase

alrededor de los vasos (Hauptman et al., 2021).
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El Ki-67 es un marcador que muestra el estado proliferativo de las células. Ni en pacientes con
azoospermia obstructiva ni con ANO, se encontré este marcador en las células de Leydig, a pesar
de encontrarse la presencia ocasional de grandes grupos de las mismas en el intersticio. Lo que
si se observo gracias a un analisis morfométrico, es que la densidad del volumen de las células
es mayor en pacientes con ANO. En los casos de tubulos con patrén Sertoli, los casos mas graves,
se describe un mayor niumero de grupo de células de Leydig hipertrofiadas, pero sin embargo,
la densidad numérica de estas no aumentd significativamente. En el conjunto de todo el 6rgano,
si que existe una diferencia significativa respecto al nimero de células (menor en pacientes con

ANO), pero el volumen total no es menor en comparacion con AO (Hauptman et al., 2021).

En el testiculo humano, encontramos 3 tipos de células de Leydig: progenitoras, inmaduras y
maduras. En un testiculo normal conviven estas 3 poblaciones, con predominancia de las
maduras. Sin embargo, existen alteraciones genéticas, como el sindrome de Klinefelter,
caracterizado por grandes acumulaciones de células de Leydig y un crecimiento de los tipos de
células progenitoras e inmaduras. De esta forma, se corrobora que diferentes factores pueden
influir en el equilibrio de estas poblaciones. De hecho, en el estudio, al encontrar grandes grupos
de células de este tipo, se puede especular sobre un mayor nimero de células progenitoras e
inmaduras en estos acumulos (Hauptman et al., 2021). No se encuentran estudios tan detallados
en la especie porcina, pero se pueden extrapolar estos resultados a nuestro estudio, en busca

de una explicacidn para nuestros hallazgos.

V INFERTILIDAD EN VARIAS ESPECIES

Va. CERDOS

El cerdo es una especie muy sensible al manejo, y un gran porcentaje de los problemas
reproductivos que pueden tener los verracos son secundarios a un mal manejo de los
sementales. Una frecuencia de eyaculados muy alta puede generar un descenso en el nimero
de espermatozoides, y aparecer subfertilidad. Esto se puede evitar llevando un control del
numero de montas por semana, adecuado a la edad del animal. Otra de las causas que puede
producir un alto estrés a los animales, y por tanto influir de manera negativa en la

espermatogénesis, es el estrés por calor (Althouse et al., 2019).

A continuacién, nos centraremos en problemas adquiridos que pueden causar infertilidad en

cerdos, y los cuales podrian ser la causa de la infertilidad en nuestras muestras observadas.

Los machos sometidos a altas temperaturas durante largos periodos de tiempo, tienden a
reducir su ingesta caldrica y el peso. Entre los cambios hormonales, se produce la activacion del

eje hipotalamo-hipodfisis-adrenal, generando un aumento de la hormona liberadora de
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corticotropina (CRH), que actua estimulando la parte anterior de la hipéfisis para liberar ACTH u
hormona adrenocorticotropica. Esta ultima, finalmente, estimula la liberacion de
glucocorticoides por parte de la corteza adrenal a la sangre, entre ellos el cortisol. Toda esta
cadena de procesos desencadena que los niveles normales de hormonas LH y FSH varien,
reduciendo la produccién de testosterona e influyendo de manera negativa en la produccion

espermatica (Romo-Valdez et al, 2022).

La alimentacion en el cerdo es un factor que puede influir de manera muy significativa en la vida
reproductiva. Ademas de establecer una ganancia caldrica acorde a las necesidades del animal,
se debe prestar atencidn a las posibles micotoxinas que pueden aparecer en el pienso. Se trata
de esporas de contaminacién por hongos en el pienso. Factores como una alta humedad y
temperaturas altas en el lugar de almacenamiento de los piensos contribuyen a su aparicién.
Existen diferentes toxinas dependiendo del hongo que las produce, ademads de que una misma

toxina puede estar producida por distintos tipos de hongos (Althouse et al., 2019).

De todas las micotoxinas existentes, destacamos la zearalenona por su interaccion con las
células de Sertoli. Se encuentra presente en el maiz, trigo y sorgo. Se considera un analogo
estrogénico que, a nivel reproductivo, genera una disminucién en la produccién de esperma y
una disminucidén en la concentracion de testosterona sérica y de los niveles de progesterona. La
importancia de esta micotoxina radica en que puede afectar a las células de Sertoli, encargadas
de formar la barrera hemato-testicular y la produccion normal de esperma. Es altamente toxica,
produciendo estrés oxidativo, autofagia, y apoptosis celular de las mismas. Estudios sugieren
que este aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), es el causante del arresto celular

y apoptosis (Ma et al., 2023).

Un aumento del estrés oxidativo por parte de los ROS afecta mayoritariamente a las
mitocondrias y reticulo endoplasmatico de las células de Sertoli. Las mitocondrias son organulos
que se encargan de proporciona energia a las células, mientras que el reticulo es responsable de
la sintesis y modificacion de proteinas. Se trata de dos organulos estrechamente relacionados a
través de la membrana asociada a las mitocondrias del reticulo (MAM). Estudios de toxicidad
con zearalenona demuestran que esta afecta a la MAM, aumentando la distancia existente entre
las mitocondrias y el reticulo, ademas de dafiar su estructura. El reticulo se encarga del control
del calcio dentro de la célula, observandose también un aumento de los niveles intracelulares
de calcio. Todos estos cambios son los que, consecuentemente, afectan a la integridad de las
células de Sertoli, y de manera directa se ve afectada la espermatogénesis. Se estan buscando

nuevas estrategias para mitigar el efecto toxico de las zearalenona, y las nuevas estrategias se
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basan en comprender la relacidon entre dichos organulos para desarrollar técnicas eficaces

contra esta y otras micotoxinas (Ma et al., 2023).

Los virus pueden ser otro de los muchos factores que pueden influenciar en la capacidad
reproductiva de los verracos. De todos ellos, destacamos el sindrome reproductivo y respiratorio
porcino (PRRS) por su alta prevalencia actual en nuestro pais, tanto en explotaciones de cebo
como de madres, ademas de la existencia de literatura sobre esta enfermedad. Se caracteriza
por disfuncidon respiratoria, aborto tardio y una alta incidencia de lechones nacidos muertos,
momificados y debilitados (Sur et al., 1997). Pertenece a la familia de los arterivirus, y al igual
que el resto de virus de este grupo, se puede transmitir por via venérea a través del semen. La
replicacion testicular del PRRSV en los testiculos sucede en células germinales epiteliales de los
tubulos seminiferos, principalmente espermatidas y espermatocitos, y en los macréfagos del
intersticio. Respecto a las células germinales, se produce la muerte de las mismas por apoptosis,
impidiendo su diferenciacidon y generando hipoespermatogénesis. Sin embargo, el virus no

afecta a espermatozoides maduros (Sur et al., 1997).

Han et al.,, 2001, demuestran en su estudio que las células germinales son las principales
contribuyentes del PRRS asociado a células en el eyaculado. La diseminacién del virus se produce
por via hematdgena, llegando a través de monocitos infectados al intersticio testicular. De esta
manera, el PRRS se localiza predominantemente en espermatogonias y su descendencia.

Este virus tiene tropismo por los macréfagos alveolares porcinos, ingresando en los mismos por
endocitosis mediada por receptor. Se plantea la posibilidad de que la presencia de estos mismos
receptores se encuentre también en las células germinales, siendo esta la forma de infectarse

(Han et al., 2013).

El varicocele es una patologia que afecta de forma bilateral a los testiculos y que se ha
relacionado con infertilidad (Gat et al., 2010). La explicacion fisiolégica de esta patologia radica
en que el aumento de presion hidrostatica de las venas espermaticas internas, genera un
gradiente de presion invertido entre los sistemas venular y arteriolar de la microcirculacion. El
fallo de las valvulas de no retorno del sistema venular de drenaje produce que la sangre se
acumule en el escroto, impidiendo su circulacién de forma eficaz. Esta deficiencia en el trasporte
sanguineo de oxigeno da lugar a cambios en la pro succidén de esperma y testosterona debido a

la hipoxia generada (Gat et al., 2010).

Los tumores testiculares se han asociado con infertilidad en el hombre, sin embargo, en el
verraco los tumores testiculares son infrecuentes, debido principalmente a la edad de sacrificio.

Su asociacién con problemas de infertilidad, por ello, es incierta. En un estudio reciente (Ausejo
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et al., 2024), de 333 cerdos con problemas de fertilidad estudiados, en 19 se encontraron
tumores, correspondiéndose la mayoria con seminomas. En la mayoria de los tumores con gran

extension se observé degeneracidn tubular y alteracion de la espermatogénesis.

Vb. HOMBRE

El porcentaje de parejas con problemas de infertilidad afecta al del 8-12% de la poblacion
mundial, considerandose uno de los grandes problemas a nivel de la salud de la poblacion
mundial (Bhattacharya et al., 2024). La calidad del semen humano ha ido empeorando a lo largo
de los ultimos 20 afos de manera alarmante. Esta infertilidad puede deberse a causas
adquiridas, como por ejemplo, la criptorquidia, anorquia, mutaciones genéticas como la fibrosis
quistica y anomalias cromosdmicas como es el caso del sindrome de Klinefelter; pero ademas
existen numerosos factores ambientales que afectan negativamente a la producciéon de
esperma, como todxicos contaminantes, estrés oxidativo, obesidad, el habito de fumar,

alcoholismo o estrés psicoldgico (Bhattacharya et al., 2024).

Sin embargo, existe un 40-50% de casos que son idiopdaticos, en los cuales no se encuentra una
causa concreta. Se cree que en estos casos, la clave se encuentra en la produccién y secrecidn
de hormonas por parte de las células formadoras de los tubulos seminiferos, en concreto, las

células de Sertoli (Bhattacharya et al., 2024).

La clamidia es la infeccion de trasmision sexual con mayor prevalencia a nivel mundial, con
alrededor de 106 millones de nuevas infecciones anuales, afectando tanto a hombres como a
mujeres, con una prevalencia equivalente (Sobinoff et al., 2015). Esta bacteria se ha relacionado
con problemas de fertilidad, estando bien definidos en la mujer. Sin embargo, en el hombre, los

efectos no estan tan bien documentados.

Puede causar ureteritis, epididimitis y orquitis, pero problemas como prostatitis o los efectos
sobre la infertilidad masculina siguen siendo desconocidos (Sobinoff et al., 2015). Se ha descrito
reduccion de la motilidad espermatica, aumento de las anomalias espermaticas, disminucion de
la viabilidad de los espermatozoides o reduccién de la densidad del semen, pero la asociacion
entre la espermatogénesis deteriorada y la infeccién es objeto todavia de investigacion (Sobinoff
etal., 2015).

Hay estudios que describen la fragmentacién del ADN espermatico (Sobinoff et al., 2015). Otros
sugieren que la infeccidn por C. trachomatis produce dafos inflamatorios en el epitelio del
tubulo seminifero y, como resultado, apareceria una espermatogénesis alterada.

Filardo et al. (2019) investigaron la posible implicacién de la infeccién por C. trachomatis en las

células de Sertoli y observaron que, tras la infeccidn, el citoesqueleto de estas células se veia
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afectado, provocando una pérdida de la funcionalidad de la BHT. Dicho estudio si que demostré
una reestructuracién de los filamentos intermedios de vimentina y los microtubulos de a-

tubulina, pudiendo afectar negativamente a la espermatogénesis.

Otros autores describen como llega C. trachomatis al testiculo a través de estudios en ratones
vasectomizados. Al igual que el PRRS, la clamidia es capaz de infectar macrdfagos vy viajar al
testiculo por via hematdgena, infectando a células de Sertoli, Leydig y germinales, y dafiando los
tubulos seminiferos en un plazo de 4-8 semanas post infeccion. También se describe el dafio en
el ADN del esperma, asi como una reduccién de las uniones gap, lo que contribuye al aumento

de anticuerpos antiesperma (Bryan et al., 2020).

El cancer testicular en hombres representa solo entre el 1 y 1,5% de todos los canceres. Se
clasifican en tumores que afectan a las células germinales, los mds comunes con un 95% de
prevalencia, y los que afectan al corddn sexual, es decir, los que no afectan a las células
germinales. Los tumores de células germinales son la causa mas comun de cancer entre jévenes

de 15-35 afios (Instituto nacional del cdncer EEUU).

Dentro de los tumores de células germinales, encontramos los seminomas (seminoma clasico y
seminoma espermatocitico) y no seminomas (carcionoma embrionario, carcinoma de saco
citelino, coriocarcitoma y teratoma). Los tumores que no afectan a las células germinales, los
denominados tumores estromales, se clasifican en tumores de las células de Leydig y tumores
de las células de Sertoli. Por ultimo, encontramos un grupo de canceres testiculares secundarios,
los cuales se originan en un lugar distinto a los testiculos: el linfoma y la leucemia (Instituto

nacional del cancer EE.UU).
Vc. PERROS

Al igual que en personas, en perros, la azoospermia constituye una causa importante de
infertilidad, con una prevalencia del 35% en perros con problemas reproductivos. En perros, se
ha descrito la orquitis auntoinmune expontanea (OAE), la cual se define como azoospermia no
obstructiva en la que no se encuentran sintomas clinicos, pero si hay dafio histopatoldgico del
tejido testicular e infiltracion de células inmunitarias (Probstl et al., 2022). Esta enfermedad
aparece también en humanos y cerdos, aunque no esta bien definida.

Estudios en perros revelan que, de forma natural, existen células inmunitarias en tejidos
testiculares caninos sanos, en su mayoria linfocitos Ty macréfagos, pero solo unas pocas células.
Al igual que en otras especies como ratas, ratones y testiculos humanos, solo linfocitos T y
macrofagos estaban presentes en el testiculo canino sano, restringidos Unicamente al

compartimento intersticial y los vasos sanguineos (Probstl et al., 2022).
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Sin embargo, en pacientes afectados con orquitis autoinmune, numerosas células inmunitarias
invaden los tejidos testiculares caninos afectados, y a diferencia de los pacientes sanos, la
presencia de células inmunitarias llega hasta el compartimento tubular, lo que indica una

disrupcion de la barrera hemato-testicular (BHT) (Prébstl et al., 2022).

La patogénesis de la OAE todavia se desconoce de manera exacta y esta siendo objeto de
estudio. Posiblemente tenga un enfoque multifactorial, pero se ha demostrado que un trauma
testicular puede inducir a las células T a la fabricacién de citoquinas proinflamatorias, alterando
la continuidad de la BHT (Lysiak et al., 2012). Estos autores, demuestran mediante
inmunohistoquimica, la discontinuidad en la BHT causada por infiltracion de linfocitos. Para ello,
se utilizé CX43, que en condiciones normales tifie la BHT y entre las células de Leydig, en
testiculos con OAE. En los tubulos infiltrados con linfocitos, se describe un patrén discontinuo
de tincién, ademas de coincidir con una expresién reducida de CX43, lo que sugiere que la OAE
puede ser una causa subyacente de azoospermia e infertilidad en perros. Sin embargo, todavia
queda por resolver si las alteraciones observadas en la pared tubular y en la composicién de la

BHT en los tubulos infiltrados fueron la causa o la consecuencia de la migracidon de linfocitos.

La forma que tienen ambos estudios de describir los hallazgos encontrados es a través de
modelos de orquitis autoinmune experimental, aplicada a testiculos de roedores. Los hallazgos
histolégicos incluyen infiltracién linfocitica intersticial, células GC apoptdticas vy
desprendimiento de GC dentro del lumen tubular. Ademas, los tubulos seminiferos afectados
muestran arresto en la maduracidn en todos los niveles (espermatogonias, espermatocitos o

espermatidas redondas) y patrdén Sertoli (Lysiak et al., 2012).

Por tanto, el enfoque de esta enfermedad y la descripcidn de la interaccidn entre las células
inflamatorias con los diferentes tipos celulares presentes en el testiculo pueden servir de ayuda

para comprender el mecanismo que produce infertilidad en porcino.

VI. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los problemas de fertilidad son importantes en el hombre y en diferentes especies animales. En
el cerdo supone un problema econémico importante. Por ello, su estudio puede revelar
informacién importante para comprender mejor su patogenia y, con ello, la busqueda de
posibles tratamientos.

El objetivo general de este trabajo es el estudio microscépico vy, con ello, la valoracidn lesional
de testiculos de cerdos azoospérmicos y con subfertilidad. Los objetivos especificos son: estudiar

las caracteristicas microscdpicas de testiculos de cerdos sanos, las caracteristicas microscopicas
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de testiculos de cerdos azoospérmicos y con subfertilidad asi como utilizar técnicas

inmunohistoquimicas para definir los cambios morfoldgicos y/o inmunoldgicos.
VII. METODOLOGIA

Este estudio ha sido realizado en el Centro de Encefalopatias y Enfermedades transmisibles
Emergentes de la Facultad de veterinaria de Zaragoza y ha sido aprobado por la Comisién de

Garantia de la Calidad del grado de veterinaria, a fecha de 20 de febrero de 2024.

Para este estudio, se han consultado diferentes bases de datos, como Pubmed, Google
académico, Alcorze o Dialnet, con el objetivo de aunar informacién sobre infertilidad en
diferentes especies animales y en el hombre, tanto a nivel lesional como de diagndstico

inmunohistoquimico.

El estudio experimental se ha realizado utilizado muestras de testiculo, tanto de animales sanos
como con problemas de fertilidad, eliminados como reproductores en centros de inseminacion.
Se han incluido cerdos azoospérmicos y con subfertilidad, diagnosticados previamente, tanto

clinicamente como histopatoldgicamente (Tabla 1).

Tabla 1. Informacion epidemioldgica de los cerdos. Fuente: Directores.

Cerdo Raza Causa de eliminacion Edad
eliminacion
1 Pietrain Falta de libido 1,9 afios
2 Pietrain Seleccion genética 1,9 afios
3 Pietrain Artritis 1,9 anos
4 Pietrain Azoospermia 0,8 aflos
5 Pietrain Azoospermia 0,8 afos
6 Pietrain Azoospermia 0,8 afos
7 Pietrain Teratozoospermia 0,9 afos
8 Pietrain Orquitis leve 3,4 afos
9 Pietrain Seleccidon genética 1,5 afios
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10 Pietrain Seleccion genética 1,4 afios

11 Pietrain Seleccion genética 0,8 afios

12 Pietrain Oligospermia 1,1 afios

En todos los testiculos se han revisado las caracteristicas microscépicas de los testiculos
seleccionados, comparandolas con cerdos sanos y se ha realizado los estudios

inmunohistoquimicos.

Para el estudio inmunohistoquimico, se han utilizado los siguientes marcadores y condiciones
(Tabla 2): Actina de musculo liso (a-sma), C-kit, Ki-67 y Vimentina. En todos ellos, se han utilizado

un control positivo y un control negativo:

- Actina de musculo liso (a-sma): Control positivo: Tincidn de la paredes vasculares de los

vasos e intersticio.
Control negativo: sustitucidn del primer anticuerpo por buffer de lavado.
- _c-kit: Control positivo: control interno de espermatogonias y mastocitos.
Control negativo: sustitucion del primer anticuerpo por buffer de lavado.
- Ki-67: Control positivo: Nucleos celulares de células basales.
Control negativo: sustitucion del primer anticuerpo por buffer de lavado.
- Vimentina: Control positivo: control interno de tejido conjuntivo de intersticio y pared
de vasos sanguineos.

Control negativo: sustitucion del primer anticuerpo por buffer de lavado.

Para la realizacidn de la inmunohistoquimica, se ha procedido al corte de las muestras con un
micrétomo, con un espesor de 4 um. Para una mayor fijacién y con el objetivo de evitar el

desprendimiento de las muestras, se utilizaron portas gelificados. Pasos:

1. Desparafinacion de los cortes: Sumergir las muestras en xileno, y rehidratar con etanol a

concentraciones decrecientes durante 5 minutos.

2. Desenmascaracion de los epitopos: Se realiza en una maquina automatica (PT LINK Dako), y
consiste en sumergir los cortes en soluciones liberadoras de antigenos, que en este caso seran
soluciones a pH alto, ya que los anticuerpos utilizados lo hacen a este pH. Duracidn: 20 minutos

a 96 grados.
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3. Enfriar la muestra en el propio aparato y sumergir en buffer de lavado durante 5 minutos.

4. A partir de este punto, el resto de la técnica se realiza en un tefiidor automatico (Autostainer
PLUS). Durante este procesado, se llevan a cabo distintos pasos, entre los cuales se realizan
lavados con un buffer especifico, en periodos de 10 minutos. El primer paso consiste en bloquear
la peroxidasa enddgena, para lo cual los cortes se sumergen en una solucion de perdxido de
hidrégeno y metanol durante 5 minutos. Luego, se procede a la aplicacion de los anticuerpos
primarios mencionados previamente, dejadndolos incubar durante un lapso de 30 minutos.
Seguidamente, se agrega el complejo polimérico y se incuba también durante 30 minutos. La
reaccion se visualiza mediante el uso del cromégeno DAB durante 5 minutos, lo cual proporciona
una coloracidn marrdn a la muestra. El Gltimo paso en el proceso de tincién implica un contraste
con hematoxilina durante 5 minutos, que permite la diferenciacion del tejido al tefir

ligeramente los nucleos de un tono azulado.

5. Por ultimo, se deshidratan las muestras en alcoholes a concentracidn creciente y se deja
reposar en xilol durante 5 min. Finalmente se coloca el cubreobjetos, depositando un par de

gotas de DPX, colocar cubreobjetos y mirar al microscopio.

Tabla 2. Marcadores y procedimientos para la inmunohistoquimica. Fuente: Directores.

Anticuerpo  Dilucién Incubacién pH de Tipo de anticuerpo Sistema de deteccién
desenmascaramient
o
Actina de Sin 30 pHD Dako agilent (monoclonal Envision+ HRP-labeled
musculo liso diluir mouse anti-human, code polymer anti-mouse
(a-sma) A4502)
C-kit 1:400 30 pHD Dako agilent (polyclonal Envision+ HRP-labeled
rabbit anti-human, code polymer anti-rabbit
A4502)
Ki-67 Sin 30 pHJ Dako agilent (monoclonal Envision+ HRP-labeled
diluir mouse anti-human, Clone polymer anti-mouse

V9, code GA630)
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Vimentina Sin 30 pH P Dako agilent (monoclonal Envision+ HRP-labeled
diluir mouse anti-human, Clone polymer anti-mouse

V9, code GA630)

Nota: Fuente: Datos aportados por los directores

VIIl. RESULTADOS

A continuacidn se exponen los resultados de los casos estudiados, separandolos por categorias:
grupo control, testiculos con hipoespermatogénesis y testiculos azoospérmicos, tanto en arresto
madurativo como con sindrome de Sertoli solo.

Vllla. GRUPO CONTROL

Las caracteristicas microscépicas se correspondian con un testiculo normal (Figs. 2A-C), en el
cual podian observarse varios tubulos seminiferos con un epitelio germinal de una densidad y
altura adecuada y un intersticio con células de Leydig (Fig. 2A). Con mayor detalle (Fig. 2B),
pueden apreciarse las diferentes células del epitelio germinal en diferentes etapas,
predominando en éste las espermatidas redondeadas y las elongadas. En esta fase del ciclo, los
espermatocitos primarios son escasos. En el intersticio (Fig. C), se observaban abundantes
células de Leydig, las cuales se caracterizaban por poseer nucleo excéntrico, nucléolo evidente
y abundante citoplasma eosinéfilo.

El estudio inmunohistoquimico (Figs. 2D-I) con diferentes marcadores revelé que la vimentina
(Figs. 2D-E) tefiia el citoplasma de las células de Sertoli, destacando su forma piramidal (Figs. 2D-
E), el de las células de Leydig, con su caracteristico citoplasma poligonal (Fig. 2E) y la membrana
basal. Esta presentaba un patrén de tincidn irregular e intensidad moderada. El grosor de la
misma se correspondia con una capa de células peritubulares que presentaban un nucleo
aplanado, no tefiido y con el citoplasma fusiforme tefido irregularmente (Fig. 2E). La vimentina
marcé ademads la pared de los vasos sanguineos y el tejido conjuntivo de diferentes

localizaciones testiculares, como el intersticio o la albuginea.

El marcador Ki-67 (Figs. 2F-G) demostré el estado proliferativo del epitelio germinal en un
testiculo normal, el cual mostraba una gran variabilidad zonal del tipo celular en proliferacién.
En alguno de los tubulos, se observaba una proliferacion exclusiva de espermatogonias (Fig. 2F),
mientras que en otros predominaban los espermatocitos primarios (Fig. 2F) y en otros las

espermatidas redondeadas (Fig. 2G).
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El marcador c-kit (Fig. 2H) se utilizé para la inmunotincién de las espermatogonias, las cuales
aparecian en estrecho contacto con la membrana basal y de los mastocitos del intersticio (no

visibles en esta Figura).

Finalmente, la actina de musculo liso (Fig. 2I) se utilizd para delimitar la membrana basal y las
células peritubulares, observandose que la membrana basal en cerdos es fina, con una sola capa

de células. Este marcador tefiia también, de forma intensa, la pared de los vasos sanguineos del

intersticio.

Figura 2: Testiculos del grupo control. Tincidon de H-E (A-C) e inmunohistoquimica (D-I). Fuente:

Directores del TFG.

Vlilb. GRUPO CON HIPOESPERMATOGENESIS

Microscépicamente, en los testiculos de los verracos con hipoespermatogénesis se observaron

diferentes lesiones tubulares, afectando a un nimero variable de tubulos y I6bulos (Figs. 3A-F).

Habitualmente, la imagen era de tubulos afectados mezclados con tubulos normales,
clasificados como hipoespermatogénesis mixta (Fig. 3A). En estos casos, se observaban tubulos
con patron Sertoli, es decir, aquellos en los solo se encontraba este tipo celular (Fig. 3B), tubulos

con menor densidad en el epitelio, aunque podian apreciarse todos los tipos celulares (Fig. 3C),
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tubulos con espermatogénesis alterada, caracterizada por la presencia de células
multinucleadas (Fig. 3D). En algunos tubulos las lesiones eran segmentales (Fig. 3E), con zonas
en las que la espermatogénesis era completa y zonas con pérdida celular, con arresto en
espermatide redondeada y presencia de células multinucleadas. En otros tubulos, se observaba
arresto espermatogénico a diferentes niveles como el observado en la Fig. 3F, a nivel de
espermatocito primario. Es destacable que no era infrecuente encontrar tubulos o lébulos
aislados con estos cambios en testiculos normales, pero, que habitualmente los testiculos con
arrestos en la espermatogénesis tendian a ser difusos. Estos arrestos se producian, sobre todo,
en las fases mas iniciales de la espermatogénesis, con arrestos en espermatogonia o en

espermatocito primario.

El estudio inmunohistoquimico (Figs. 3G-L) revelé marcadas diferencias con respecto a los
testiculos normales, las cuales variaban segun el tipo de afeccidn tubular. En los tdbulos con
patréon Sertoli, la vimentina evidencid la alteracion estructural de las células de Sertoli,
las cuales habian perdido las prolongaciones hacia la luz y presentaban una mayor densidad de
este filamento intermedio en la base, proxima a la membrana basal (Fig. 3G). Ademas, este
marcador demostrd un leve a moderado engrosamiento de la lamina basal, que provocaba la
separacion de las células de Leydig, las aparecian tipicamente en contacto con ella en los
testiculos normales (Figs. 3G y L). Este engrosamiento de la ldmina basal también se observé con
el marcador de a-sma (Fig. 3H), indicando que este fendmeno se debia, al menos, a un mayor

depdsito de filamentos intermedios como la vimentina y la actina de musculo liso.

En algunos testiculos con hipoespermatogénesis, los tubulos con menor densidad celular y con
arrestos, la vimentina mostroé la pérdida de las proyecciones de las células de Sertoli hacia la luz

tubular, perdiendo su caracteristica estructura piramidal (Fig. 31).

Con c-kit se observd que las espermatogonias se encontraban presentes en todos los tubulos
con diferentes lesiones, incluso en algunos con patrdén Sertoli (Fig. 3J), sin embargo, la densidad
de la poblacién celular fue menor que en los testiculos control. Este marcador no demostré un

aparente aumento de mastocitos.

En cuanto a las células de Leydig, la vimentina mostro alteraciones variadas, especialmente en
zonas en las que predominaban los tubulos en patrdén Sertoli. El intersticio de algunos l6bulos
con este patron presentaba una aparente hiperplasia de células de Leydig (Fig. 3K),
aunque en algunos casos parecia deberse a un efecto del menor didmetro de los tubulos

afectados. En algunas zonas, se aprecié una cierta atrofia de estas células, las cuales mostraban
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un citoplasma reducido. La vimentina también permitid visualizar la pérdida de contacto de las

células de Leydig con los tubulos seminiferos por el engrosamiento deldmina basal (Fig. 3L).

La tincién con K-67 (imagen no mostrada) demostré la disminucién de la proliferacion de las
células del epitelio germinal en la mayoria de los tubulos con hipoespermatogénesis, excepto en

las espermatogonias y algunos espermatocitos primarios. En los tibulos con patrén Sertoli solo

se observé marcacion esporadica de algunas espermatogonias.

Imagen 3: Cortes histoldgicos de testiculos hipoespermatogénicos y azoospérmicos. Fuente:

Directores del TFG.
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Vlllc. GRUPO AZOOSPERMICO

Los testiculos de los machos azoospérmicos se caracterizaron todos ellos por la presencia difusa
de tubulos en patrén Sertoli. Esporadicamente, se observaron algunos tubulos con
espermatocitos primarios o incluso espermatidas. Las caracteristicas eran semejantes a las

descritas en el grupo anterior.

Los hallazgos inmunohistoquimicos fueron semejantes para los descritos en los machos con

hipoespermatogénesis, en lo referente a los tubulos con patrén Sertoli.

IX. DISCUSION

La infertilidad es un problema creciente en el hombre y en los animales y cuya etiologia y
patogenia todavia son inciertas en muchos casos. Ademas de la importancia de los factores
hormonales en el sistema reproductor, la complejidad anatémica de los diferentes 6rganos que
lo componen, especialmente el testiculo, motiva la gran complejidad del problema. Entre sus
componentes, la membrana basal de los tubulos seminiferos parece jugar un papel importante
en la homeostasis testicular. Esta se sitla en una posicidn estratégica, separando las células de
Sertoli y de Leydig, pero a su vez permite el intercambio de informacién entre las mismas
(Mayerhofer et al., 2018). Ademas, debido a su capacidad de contraerse al estar formada por
células musculares lisas, facilita el impuso de los espermatozoides hacia los tubulos rectos
(Jensen et al., 2022). En las muestras estudiadas, se ha observado que la membrana basal se
encuentra engrosada, tanto en la tincidn con H-E, como en la IHQ frente a vimentina y actina de
musculo liso. Se ha descrito que el engrosamiento de la membrana basal por depdsito de tejido
conjuntivo y musculo liso, ademas de proteinas como decorina y biglicano (Mayerhofer et al.,
2018), desencadena una respuesta inflamatoria al atraer a los mastocitos. Sin embargo, en este
TFG no se ha observado tal proliferaciéon de mastocitos descrita en la literatura, lo que sugiere
que en cerdos, quizas, los mastocitos no estén relacionados con infertilidad. No obstante, seria
recomendable el estudio de los mastocitos con otros marcadores y hacer recuento de las
mismos.

El engrosamiento de la pared tubular es frecuente en hombres con espermatogénesis alterada,
que ademas de los depdsitos de matriz extracelular, existen cambios morfoldgicos de las células
peritubulares, alterando su funcionalidad (Zhou et al., 2019). Sin embargo, en la especie porcina
no existe literatura al respecto, pero se observan los cambios descritos en estudios en humanos
y en ratones. De esta forma, poder llegar a entender de forma completa las conexiones que
existen entre las células de Leydig, Sertoli y las células peritubulares podria ayudar a encontrar

nuevas terapias contra la infertilidad en verracos.
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Las células de Leydig desempefian un papel clave en la espermatogénesis. Numerosos estudios
han demostrado que desempenian roles clave en la regulacion de la espermatogénesis al influir
en factores de crecimiento y la esteroidogénesis, como la interleucina 1a, el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), la inhibina, los factores de crecimiento similares a la
insulina 1 (IGF1), el péptido similar a la insulina 3 (INSL3), los estrégenos y las hormonas
tiroideas. Estos estudios indican que la funcion deteriorada de las células estromales testiculares
lleva a una produccidn anormal de andrégenos y afecta la diferenciacion de género, el desarrollo
gonadal y la espermatogénesis (Zhou et al., 2019). Estudios en humanos describen hipertrofia e
hiperplasia de células de Leydig debido a mecanismos compensatorios, o disminucién de su
numero a causa de fibrosis intersticial (Hauptman et al., 2021). En este TFG se ha observado un
aumento de células de Leydig y atrofia de las mismas, lo que sugiere que su funcionalidad
hormonal puede estar alterada. No obstante, es importante mencionar que la hiperplasia puede
ser, en parte, un efecto visual debido al menor diametro los tubulos seminiferos. Se requieren
estudios morfométricos para averiguar si realmente hay alteracion en el tamafio y nimero de

las células de Leydig.

Otro de los hallazgos que llama la atencién es la menor densidad del epitelio germinal. El nUmero
de células germinales es constante a lo largo de toda la vida del animal tras alcanzar la madurez
sexual (Franca et al., 2000). Diferentes mecanismos han podido generar el deterioro de las CG.
Se ha descrito el dano directo a estas células como en ciertas infecciones virales. En el cerdo, la
infeccidn por el virus del PRSS es capaz de multiplicarse en la las células germinales (Sur et al.,
1997). Por otra parte, el resto de células que mantienen la estructura de los tubulos seminiferos,
en especial las células de Sertoli, pueden alterarse dejando de dar soporte metabdlico y
nutricional y causando su muerte celular (Panahi et al., 2019). En el hombre, esto se ha descrito
principalmente en pacientes con ANO. En este estudio, la pérdida de la estructura normal de las
células de Sertoli, evidenciada por la vimentina, fue un hallazgo frecuente, sugiriendo que estas

células pueden ser importantes en la infertilidad porcina.

En las muestras observadas existen diferentes tipos de arrestos madurativos, en diferentes
fases. Estos se observaron a nivel espermatonia, espermatocito primario, espermatidas o
espermiogénesis, predominando los primeros, como se ha descrito en la literatura (McLachlan
et al., 2006). Las causas por las que se producen los arrestos son variadas, pudiendo ser debidas
a factores genéticos, idiopaticos o adquiridos (Abdel-Hamid et al., 2018). Las causas por las que
se han producido en estas muestras estarian englobadas en causas adquiridas en los casos de

hipoespermatogénesis, ya que la historia clinica de los verracos utilizados en este estudio
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demuestran que al entrar al centro de inseminacién, los animales producian semen con

excelente calidad, y a medida que ha pasado el tiempo, se detecto la alteracion.

Sin embargo, en los casos azoospérmicos, el problema se detecté al poco tiempo de su entrada,
sugiriendo que podria deberse a un problema del desarrollo, con fallo del eje hipotalamo-
hipofisario. En estos animales el predominio lesional fueron los tubulos en patréon Sertoli,
caracterizado por una ausencia total de células germinales. En el hombre se han descrito dos
tipos, el focal, con presencia de areas de espermatogénesis residuales y el completo, donde no
existen CG debido a un fallo en la migracién de los gonocitos durante la etapa embrionaria
(Ghanami Gashti et al., 2021). Estos hallazgos descritos en humanos se han encontrado también

en nuestras muestras.

La presencia de células gigantes multinucleadas en la luz de los tubulos evidencia el deterioro
de la funcién y estructura de los tubulos seminiferos y es un marcador de espermatogénesis
alterada. La apoptosis de las células germinales es un mecanismo comuin que sucede en un
testiculo sano. La fagocitosis de estas células se lleva a cabo por las células de Sertoli, siendo una
fuente de energia para ellas, y permitiendo el correcto desarrollo y diferenciacién del resto de
células germinales. Si las células de Sertoli pierden su estructura normal, como se ha observado
en algunos de los testiculos mediante la inmunotincidn con vimentina, es factible pensar que no
realizardn adecuadamente sus funciones, entre ellas la fagocitosis y, consecuentemente, se

alterara la espermatogénesis (Ren et al., 2021).
X. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

1. En cerdos con hipoespermatogénesis y azoospermia no obstructiva se han observado
diferentes lesiones tubulares, de variable extensién, siendo en los azoospérmicos las mas

severas y correspondiéndose principalmente con tubulos con patrén Sertoli.

2. La inmunohistoquimica se ha mostrado de gran utilidad en el estudio morfoldgico y funcional

de testiculos procedentes de cerdos azoospérmicos o hipoespermatogénicos.

3. Lainmunotincion con vimentina ha demostrado una clara alteracidon morfolégica de las células
de Sertoli. Teniendo en cuenta el papel tan importante que juegan en la espermatogénesis, estas

células podrian tener una participacion relevante en los problemas de fertilidad en el cerdo.

4. Los marcadores vimentina y actina de musculo liso han revelado un engrosamiento de la
membrana basal en los tubulos mas intensamente afectados, como aquellos con patrén Sertoli.

Dada la importancia de la comunicacién entre las células de Sertoli, Leydig y germinales, que es
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modulada por la membrana basal, es factible pensar que su alteracidon puede alterar la

espermatogénesis.

5. Las células de Leydig son importantes en la espermatogénesis, sin embargo, en este estudio
el aspecto de las mismas en la mayaria de los testiculos parecia normal. No obstante, se vieron
algunas alteraciones como hiperplasia o atrofia, las cuales podrian considerarse mas bien como

consecuencia, gque como causa.

6. Los mastocitos se han asociado con problemas de fertilidad en el hombre, sin embargo, en
este estudio no se ha visto un aumento claro de los mismos tras su marcacion con c-kit. Para
definir mejor el papel de los mastocitos en la infertilidad porcina deberian utilizarse otros

marcadores.

7. El marcador de proliferacién Ki-67 ha mostrado que, en cerdos con problemas de fertilidad,
la multiplicacidn de las células germinales se reduce, especialmente a partir de espermatocitos

primarios.

8. El cerdo puede servir de modelo animal para el estudio de la patogenia de la infertilidad, no
obstante, deberia ampliarse la casuistica de animales con diferentes lesiones tubulares debido
a su amplia variabilidad y utilizar un mayor abanico de inmunomarcadores para el estudio

estructural y funcional de las diferentes células que participan en la espermatogénesis
CONCLUSIONS

1. In pigs with hypospermatogenesis and non-obstructive azoospermia, different tubular lesions
of varying extent have been observed, with the most severe found in azoospermic pigs, primarily

corresponding to tubules with a Sertoli cell pattern.

2. Immunohistochemistry has proven to be very useful in the morphological and functional study

of testicles from azoospermic or hypospermatogenic pigs.

3. Immunostaining with vimentin has demonstrated a clear morphological alteration of Sertoli
cells. Considering the important role they play in spermatogenesis, these cells could have a

significant involvement in fertility problems in pigs.

4. Vimentin and smooth muscle actin markers have revealed a thickening of the basement
membrane in the most intensely affected tubules, such as those with a Sertoli cell pattern. Given
the importance of communication between Sertoli, Leydig, and germ cells, which is modulated
by the basement membrane, it is plausible to think that its alteration can affect

spermatogenesis.
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5. Leydig cells are important in spermatogenesis; however, in this study, their appearance in
most testicles seemed normal. Nonetheless, some alterations such as hyperplasia or atrophy

were observed, which could be considered more as consequences rather than causes.

6. Mast cells have been associated with fertility problems in humans; however, in this study, a
clear increase in these cells was not observed after staining with c-kit. To better define the role

of mast cells in porcine infertility, other markers should be used.

7. The proliferation marker Ki-67 has shown that in pigs with fertility problems, the

multiplication of germ cells is reduced, especially from primary spermatocytes onward.

8. Pig can serve as an animal model for the study of infertility pathogenesis. However, the
casuistry of animals with different tubular lesions should be expanded due to its wide variability,
and a broader range of immunomarkers should be used for the structural and functional study

of the different cells involved in spermatogenesis.
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