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RESUM

La funcié que duen a terme els androgens en l'espermatogenesi és, encara en certa mesura,
enigmatica: mentre que llur implicacié és absolutament vital en la iniciaci6 i en el manteni-
ment del procés espermatogenic normal, la seva funcié especifica encara no esta definida de
manera precisa. Els androgens, com les altres hormones esteroidals, actuen a través del seu
corresponent receptor anomenat receptor d’androgens (AR). Fins avui, no hi ha gaire evidén-
cia que recolzi l'existencia de diverses isoformes de I’AR com en el cas del sistema estrogens-
receptor d’estrogens. Per tant, la pregunta de com els androgens duen a terme la seva accié
en l'espermatogenesi s’ha d’abordar definint dos processos: en primer lloc, s’han d’identifi-
car amb total certesa els tipus cellulars testiculars capagos de respondre directament a l'esti-
mulacié androgenica. De manera especifica, la qliestié per resoldre és quins son els tipus cel-
lulars que expressen 1I’AR en el testicle. En segon lloc, sabent també que el complex del 1li-
gand unit a I’AR actua com a factor de transcripcid, caldra determinar quins sén els gens que
estaran activats o reprimits en les cellules que tenen AR en resposta a 1’estimulacié androge-
nica. Fins que aquestes dues preguntes no estiguin contestades amb tota certesa, el mecanis-
me pel qual els androgens regulen 'espermatogenesi sera, en el millor dels casos, especula-
tiu. En aquesta revisié presentem evidencia que els androgens actuen tinicament a les cellules
somatiques del testicle, com sén les cellules de Sertoli, les de Leydig, les mioides peritubu-
lars i les celules del miscul llis que envolten els vasos sanguinis. A més a més, també dis-
cutim la possibilitat que els androgens siguin indispensables per a I'inici de la meiosi, encara
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que continua essent desconegut el mecanisme pel qual els androgens actuen en aquest pro-
cés.

Paraules clau: receptor d’androgens, testicle, cellula de Sertoli, cellula de Leydig, cellula ger-
minal, meiosi.

SUMMARY

The role that androgens play in spermatogenesis still remains enigmatic: whereas their in-
volvement is absolutely vital to the initiation and maintenance of the normal spermatogenic
process, their specific role is yet to be defined. Androgens, like other steroid hormones, act via
their corresponding receptor termed the androgen receptor (AR). To date, there is little evidence
to support the notion that there are multiple forms of AR as is the case for the estrogen-estrogen
receptor system. Thus, the question of how androgens manifest their action on spermatogenesis
becomes one of defining two processes: First, the cell types within the testis that are capable of
responding directly to androgen stimulation must be identified with absolute certainty. Specif-
ically, this question can be stated as what cell types in the testis express AR. Second, given that
the ligand-bound AR serves as a transcription factor, the question then becomes what are the
genes turned on or off in AR positive cells in response to androgen stimulation? Until these two
questions are unequivocally answered, the mechanism of how androgens regulate spermato-
genesis will remain speculative at best. In this review we present evidence that androgens act
solely at the level of the somatic cells of the testis, including Sertoli cells, Leydig cells, peritubu-
lar myoid cells and smooth muscle cells surrounding blood vessels. In addition, we discuss
the likely possibility that androgens are indispensable for the onset of meiosis, albeit how they

accomplish this remains a mystery.

Keywords: androgen receptor, testicle, Sertoli cell, Leydig cell, germinal cell, meiosis.

ANDROGENS I ESPERMATOGENESI

L’objectiu del procés espermatogenic és
convertir espermatogonies arrodonides en es-
permatozoides aerodinamics capagos de fe-
cundar ovuls. Atesa la complexitat del procés
espermatogenic, de seguida vénen al cap dues
preguntes: primer, com es regula aquest extra-
ordinari procés?; segon, quines son les rutes
indispensables que ajuden a mantenir el fun-
cionament normal d’aquest procés?

Pel que fa a la primera qiiesti6, durant la
darrera cinquantena d’anys s’han publicat mi-
lers d’articles, i se’'n continuen publicant, que
descriuen les rutes particulars de les hormo-
nes i els factors de creixement implicats en
la regulacié de l’espermatogenesi. Les eviden-
cies sobn més convincents per a uns que per

a altres, pero atesa aquesta abundancia d’in-
formacio, resta clar que encara no coneixem
gaire el nombre de mecanismes que regulen
I'espermatogenesi. Tanmateix, i pel que fa a
la segona qiiestio, hi ha proves experimentals
convincents que mostren que una ruta de se-
nyalitzaci6é és realment indispensable per al
procés espermatogenic, i aquesta és la ruta an-
drogeénica.

Es coneix de fa temps que 1’espermatoge-
nesi normal en mamifers suposa un balang
delicat entre la proliferaci6 celular i la mort
cellular programada (Print i Loveland, 2000),
un fenomen governat pels androgens de les
cellules de Leydig sota la regulaci6 de la LH
de la pituitaria (vegeu la figura 1) (Zirkin,
1998). La testosterona de les céllules de Leydig
activa al seu torn els receptors d’androgens,
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Ficura 1. Esquema simplificat del control hormonal de I’es-
permatogenesi mitjangant androgens. La inducci6 de testosterona
a la celula de Leydig (T) és regulada per la LH de la pituitaria
que, al seu torn, és controlada per la GnRH de I’hipotalem. La
testosterona s’uneix al receptor d’androgens (AR), localitzat en
les celules de Leydig, Sertoli i les mioides peritubulars, i 1’acti-
va. La testosterona de les ceHules de Leydig també s’uneix a la
proteina d’unié a androgens (ABP), que regula la concentracié
lliure de T a través de la uni6 (T-ABP). El tractament de les ra-
tes adultes amb EDS destrueix les ceHules de Leydig i provoca la
disminucio6 de la T intratesticular i una disminuci6 de la fertilitat.
Quan es suprimeix I’activitat de I’ AR, ja sigui per insensibilitat
androgenica o per tractament amb flutamida, la fertilitat es veu
seriosament malmesa.

que actuen com un factor de transcripcié per
a iniciar una certa quantitat de programes
cellulars (Wilson et al., 2002). La regulacié an-
drogenica de I'espermatogenesi no es limita
al control dels nivells d’androgens en circu-
lacié, sin6 que també suposa una homeostasi
androgenica definida i complexa que necessi-
ta androgens, la proteina d uni6 als androgens
(ABP) i el receptor d’androgens (AR). Cal te-
nir en compte també que la concentracié ade-
quada de testosterona per a mitjangar i man-
tenir els efectes androgeénics no depen de la
testosterona total, sin6 de la testosterona lliure
(probablement en funcié dels nivells d’ABP)
disponible dins 1’epiteli seminifer (Munell et
al., 2002). Qualsevol pertorbacié d’aquesta ho-
meostasi, tant si és deguda a la disminucié de

la producci6 de testosterona de les cellules de
Leydig —per exemple, amb el tractament amb
EDS que les elimina (Henriksen et al., 1995;
Nandi et al., 1999; Woolveridge et al., 1999)—,
com a l'increment dels nivells d’ABP —com
en el ratoli transgenic per a ABP que té nivells
disminuits de testosterona lliure (Selva et al.,
2000, 2004)—, o a la disminuci6 de l’activitat
de 'AR —com en la sindrome d’insensibili-
tat parcial als androgens (Lamb, 1995; Lamb et
al., 2001; Mifsud et al., 2001)—, o a I'exposicié
a agents que disminueixen experimentalment
l'activacié de 'AR —per exemple, flutamida
(Meachem et al., 1997; O’Donnell et al., 1999;
Kassim ef al., 1997; Omezzine et al., 2003)—,
posa en perill la fertilitat masculina. Aixi, una
conclusié que es pot extreure del gran nom-
bre d’evidéncies acumulades durant els dar-
rers trenta anys és que una espermatogenesi
normal suposa un procés que només podra
avangar si es manté una homeostasi androge-
nica normal. Tanmateix, toti que hi ha consens
general en el fet de que els androgens tenen
un paper essencial, si no el principal, en I'inici
i el manteniment de 1’'espermatogeénesi quan-
titativa, el mecanisme mitjancant el qual aixo
es duu a terme encara és bastant desconegut
(Zirkin, 1998).

Els androgens, com qualsevol altra hor-
mona esteroidal, actuen sobre les cellules
quan s’uneixen al seu receptor respectiu, mo-
ment en el qual el complex hormona-recep-
tor migra al nucli, on actua com a factor
de transcripcié (Beato et al., 1995). Llavors,
suposadament, un mecanisme mitjangant el
qual els androgens controlen 1’espermatoge-
nesi és la regulacié de la sintesi de novo de
proteines en les cellules que responen als
androgens. Atesa la necessitat de mantenir
I'homeostasi androgenica perque l'esperma-
togénesi avanci, i coneixent com funcionen
els androgens, per tal d’entendre com regu-
len aquest procés cal respondre dues pre-
guntes: primera, quins son els gens concrets
del testicle regulats pels androgens?, i sego-
na, quins sén els tipus cellulars del testicle
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FIGURA 2. Localitzacié immunohistoquimica del receptor d’androgens (AR) en
el testicle. L’ AR és present al nucli de les cellules de Sertoli, les ceHules mioides
peritubulars i les ceHules de Leydig. Les espermatides allargades de ’estadi 11 (a
dins) també mostren tincié especifica. (Figura basada en Vornberger et al., 1994.)

capagos de respondre directament als andro-
gens?

La resposta a la primera pregunta és forca
simple. Tot i que ha estat el tema de recer-
ca de diversos grups des de fa anys, els gens
regulats pels androgens no s’han comengat a
coneixer fins fa poc (Zhou et al., 2005). Tan-
mateix, encara no coneixem bé com encaixen
aquests gens en la regulacié androgenica de
I'espermatogenesi. Aixi, la resposta més sim-
ple per a aquesta qiiesti6 és que totes les
proves menen a considerar que ’homeosta-
si androgeénica és imprescindible per a l'es-
permatogenesi normal, pero encara no sabem
com es regula tot el procés. En contrast amb
aixo, ja fa uns quants anys, ens vam propo-
sar d’investigar la resposta més accessible a
la segona pregunta cercant com s’expressa-
va el receptor d’androgens en el testicle. En
aquesta revisié proporcionem els nostres re-
sultats, que confirmen que 1’accié androgenica
en l'espermatogenesi és mitjancada a través
del component somatic testicular, i que és poc
probable que vinculi directament la poblacié
de céllules germinals.

LLOCS D’ACCIO ANDROGENICA

La historia d’on exerceixen els androgens
I'efecte directe en el testicle és llarga i con-
trovertida. Basada sobretot en consideracions
teoriques (dutes a terme per la genetista Mary
Lyons, en el treball de la qual dos ratolins qui-
merics de tipus tfm/salvatge resultaven fértils
i capagos de passar el gen tfm a la descen-
deéncia, suposadament perque les céllules de
Sertoli de tipus salvatge podien compensar
la manca d’AR funcional de 'esperma tfm),
Fritz va suggerir que els androgens manifes-
taven els seus efectes tinicament a les celules
somatiques (Fritz, 1978). Els estudis immuno-
histoquimics (IHC) inicials portats a terme per
Wilson, French i collaboradors semblaven cor-
roborar les destacades hipotesis de Fritz (Sar
et al.,, 1990). Els estudis segtients, tant en el
nostre laboratori com en el d’altres, pero, tor-
naren a plantejar la controveérsia sobre si les
cellules germinals mostraven immunopositi-
vitat per a AR (Vornberger et al., 1994). Vam
utilitzar un anticos especific per a un pép-
tid d’AR, purificat per afinitat, generat per
Gail Prins (1991) i, mentre que les céllules so-
matiques testiculars mostraven tincié nuclear,
vam demostrar també que hi havia immuno-
tincié especifica en el nucli de l'estadi 11e de
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FIGURA 3. Immunolocalitzacio d’AR especifi-

ca d’estadi en [epiteli seminifer de rata. La
intensitat de la immunotincié d’AR en els nuclis
de cellules de Sertoli dels estadis 2-3 al 8. Els es-
tadis 9-14 no mostren tincié d’ AR en les cellules
de Sertoli. (Figura basada en Vornberger et al.,
1994.)

les espermatides allargades (cellules que han
experimentat 1’elongacié nuclear perd enca-
ra han de completar la condensacié; vegeu la
figura 2). Aixi, en teoria, les céllules germi-
nals que mostraven tincié AR positiva podien
ser encara actives transcripcionalment. A més,
la tinci6 AR es va detectar també en el ci-
toplasma de les espermatides allargades dels
estadis 12-19 (vegeu la figura 2). De mane-
ra significativa, una serie extensiva d’estudis
control, incloent-hi analisis per Western blot,
va demostrar que els resultats de I'ITHC eren
especifics (Vornberger et al., 1994). Altres in-
vestigadors, utilitzant diferents antiserums i
protocols d'THC, no van obtenir resultats sem-
blants (Bremner ef al., 1994; Zhou et al., 2002),
encara que cal destacar que el nostre grup no
va ser 'tinic que va informar que les ceHules

germinals eren immunoreactives per a AR:
Kimura et al. (1993) i Zhou et al. (1996), fent
servir anticossos diferents dels nostres, van
detectar immunopositivitat per a AR en cel-
lules germinals, encara que en estadis menys
diferenciats. El que calia per a deixar resolt
aquest assumpte era una hibridacié in situ d’a-
cids nucleics completa, pero, toti que diversos
investigadors ho van provar (Shan et al., 1995),
la interpretacié sense ambigiiitats dels resul-
tats d’aquesta aproximacié experimental no es
va aconseguir. De fet, avui dia encara esta per
fer la hibridacié in situ de l'acid nucleic de
I'mRNA de I’AR al testicle.

Probablement, 1’observacié més fascinant
sobre la tinci6 nuclear de les celules de Serto-
li fou que la intensitat de la tinci6 variava en
funcié del cicle de l'epiteli seminifer (vegeu la
figura 3). Per exemple, en estadis primerencs
del cicle, la intensitat de la immunotincié de
I’AR era feble, pero esdevenia més forta en
estadis més tardans, i finalment culminava
amb el senyal més fort en 1’estadi 8¢, moment
en queé tenia lloc l'espermiacié. Es interes-
sant veure com la intensitat de tincié també
coincidia amb els estadis que semblaven més
susceptibles a la pertorbacié de ’homeostasi
androgenica. Es a dir, si destruim les célules
de Leydig amb EDS, el primer estadi que de-
mostraria la mort de les cellules germinals per
apoptosi seria el 8e.

El desenvolupament dun protocol d’THC
(basat en I'amplificacié amb biotina) que aug-
mentava la sensibilitat del senyal de tinci6 i
minimitzava el soroll de fons potencial, ens va
portar a reconsiderar si la tincié6 d’AR de les
céllules germinals podia ser un artefacte (Sua-
rez-Quian et al., 1999). En aquest protocol I'an-
ticos primari es dilueix fins a un nivell en que
es conserva el senyal intens i especific, a costa
de perdre el senyal no especific. Els resultats
de la utilitzacié d’aquest metode ens van por-
tar a concloure que la tinci6 citoplasmatica de
les cellules germinals de queé s’havia informat
préviament era probablement el resultat d'un
senyal no especific (vegeu la figura 4).
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FiGuraA 4. Immunolocalitzacio d’AR en [’epiteli seminifer de la rata amb la

utilitzacio d’un metode d’IHC millorat. La distribucié d’ AR en el tibul seminifer
fou reavaluada utilitzant un metode d’amplificacié amb biotina (Suarez-Quian et
al., 1999). Els plafons a-e representen la immunotincié d’AR amb 1’antiserum
cada cop més diluit. Noteu que en els plafons a i b el senyal d’immunotinci6 es pot
detectar al lumen, que es correspon amb la localitzaci6 de les celules germinals,
juntament amb la tinci6 positiva per a AR en els nuclis de les cellules de Sertoli i
de les cellules peritubulars. Quan la concentracié d’antiserum es redueix, només

les cellules de Sertoli i les peritubulars conserven la tinci6 positiva per a I’AR.

L’alta sensibilitat del protocol IHC d’ampli-
ficaci6 amb biotina ens va portar a investigar
si la intensitat de la remarcable immunotincié
d’AR observada en rates que variava en fun-
ci6 del cicle de l'epiteli seminifer també era
present en el testicle huma. De fet, s’ha treba-
llat molt sobre el fet que I'espermatogenesi en
rosegadors esta altament organitzada d’acord
amb un sistema d’associacions cellulars ano-
menades estadis, i aquests s’organitzen alhora
en el temps i en 'espai. Tal com es mostra a la

figura 3 per a 'AR, i en molts altres estudis,
altres gens i proteines s’expressen de manera
semblant amb especificitat d’estadi en el tes-
ticle dels rosegadors, i aquestes observacions
son d’importancia inqiiestionable (Parvinen,
1982). No és clar, perd, que aquest fenomen
tingui lloc en totes les especies, ja que no s’ha
observat en els testicles de primats.

El testicle huma esta organitzat, semblant-
ment, en associacions especifiques de céllules,
i tret de la seccié transversal en un tibul



ACCIO DELS ANDROGENS EN EL TESTICLE. UN PAPER PER A LA MEIOSI 81

S

Lumen

"s m:V «
II

6 . b

oy, - o et
. L
- - —a L
FIGURA 5. Localitzacié immunohistoquimica de I’AR en el testicle huma. Utilitzant una alta

concentracié d’antiserum, tots els nuclis de les celules de Sertoli es tenyeixen positivament per
a AR (plaf6 a). A concentracions antiseriques limitants, la tincié AR del nucli de les cellules
de Sertoli apareix en funci6 del cicle de ’epiteli seminifer. (Figura basada en Suarez-Quian et

al., 1999.)

Unic, es detecten diferents associacions cel-
lulars. Mitjangant una aproximacié immuno-
histoquimica, vam investigar si I'expressi6 de
I’AR en testicles adults depenia del cicle de I'e-
piteli seminifer. Quan s’utilitzaven concentra-
cions saturants d’anticos per a detectar ’AR,
tal com es veu a la figura 44, cada nucli de
les cellules de Sertoli que es trobava en una
secci6é particular del teixit esdevenia positiu
per a AR, cosa que suggeria que, al contrari
que en els rosegadors, no hi havia especifi-
citat d’estadi en 'expressié de I’AR. En con-
trast amb aix0, quan s’utilitzava el metode
IHC d’amplificacié amb biotina, estenent les
concentracions funcionals de l'antiserum, es
podia determinar que en la mateixa seccid,
fins i tot dins els mateixos tubuls, la tincié
per I’AR era diferencial en les cellules de Ser-
toli humanes, en parallelisme estret amb la
intensitat de tinci6 d’AR observada en rose-
gadors. Per a coneixenga nostra, aquesta era la
primera vegada que s’informava de 1’existén-
cia d’especificitat d’estadi per a una proteina
coneguda en 'epiteli seminifer huma. Aixi, el
nostre estudi confirma que la ruta de senyalit-
zaci6 indispensable que es necessita per a una
espermatogenesi normal s’expressa de mane-
ra semblant, especifica d’estadi, en el testicle
huma, tal com té lloc en tots els testicles de
rosegadors estudiats fins al moment (Suarez-
Quian et al., 1999).

AR EN EL TESTICLE HUMA
CRIPTORQUID

La incidéncia del criptorquidisme en hu-
mans és un fenomen progressivament crei-
xent. La seva etiologia encara és molt descone-
guda, encara que s’ha associat a la interrupcioé
de les rutes androgeniques normals durant els
estadis fetals provocades per toxics ambien-
tals (Skakkebaek et al., 2001). En contrast amb
aix0, en rosegadors, un informe recent propor-
ciona evideéncies que la disrupcié del gen Insl-
3 condueix al criptorquidisme bilateral (Nef
i Parada, 1999). Utilitzant una coleccié tnica
d’arxiu de testicles criptorquids solts de tren-
ta-set pacients, vam examinar la distribuci6 de
I’AR en cellules de Sertoli humanes (Regade-
ra et al., 2001). Els resultats eren clars pel fet
que la intensitat de la tincié per a AR en les
cellules de Sertoli era funcié de la intensitat
de la disgenesi de les cellules de Sertoli (vegeu
la figura 6). Era poc probable que les cellules
de Sertoli que mostraven més disgenesi fossin
positives per a AR (vegeu la figura 6d). Més in-
teressant encara era el fet que la immunotincié
d’AR per a les céllules de Sertoli coincidia amb
la maduracié de les cellules germinals en els
tibuls positius per a AR. Es a dir, en general,
els espermatocits en fase de paquite es detec-
taven clarament en els tiibuls que mostraven
immunotincié per a AR, perd eren absents en
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FIGURA 6. Localitzacié immunohistoquimica en testicles humans criptorquids. Es van
recollir diversos testicles criptorquids solts i es van examinar mitjangant immunotincié per
a I’AR. Dins el mateix testicle es podien distingir arees focals amb gran disgenesia de les
celules de Sertoli (plafons a i b). La tincié nuclear d’AR en les ceHules de Sertoli en els
testicles criptorquids era una funcié del desenvolupament de la céllula; els tibuls que mostraven
cellules de Sertoli positives a I’AR contenien ceHules germinals, algunes tan madures com
els espermatocits en fase de paquite (caps de fletxa). En contrast amb aixd, 1’abséncia de
tincié d’ AR coincidia significativament amb I’abséncia de cellules germinals (plafé d). (Figura

adaptada de Regadera et al., 2001.)

els tdbuls negatius per a AR. Encara que el
procés espermatogenic no s’assolia completa-
ment en els testicles criptorquids, la presencia
d’AR podia permetre el desenvolupament al-
menys fins a I'estadi de paquite. Aquest va ser
el nostre primer indici d'un paper potencial
per a una homeostasi androgenica apropiada
en el testicle; és a dir, era necessari perque les
cellules germinals poguessin assolir la prime-
ra divisi6é meiotica.

Aquests resultats ens van fer concloure que
el criptorquidisme huma, almenys en el cas
dels testicles criptorquids tnics, no és proba-
ble que sigui ocasionat per la perdua d'un
sol gen, tal com ocorre en el ratoli genoanul-
lat per al gen Insl3. A més, aquests resultats

suggereixen que el criptorquidisme huma és
probablement un esdeveniment multifactorial
i que, des d'un punt de vista practic, aques-
tes observacions poden justificar I'existéncia
d’una infecunditat major en el testicle descen-
dent del'individu criptorquid per a un testicle
(Skakkebaek et al., 2001). Tanmateix, aquest
requisit multifactorial per a I’espermatogene-
si normal també pot destacar un altre punt
rellevant pel que fa a la ruta androgenica en
l'espermatogénesi. Es a dir, que la ruta andro-
genica normal també pot estar deteriorada i,
fins i tot si es duu a terme I'orquidopéxia, I'es-
permatogenesi normal no s’esdevindra.
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FIGURA 7. Assaig de TUNEL en el testicle del ratoli transgenic
peral’ABP. Les cellules germinals que moren per apoptosi 8’ evi-
dencien amb la tecnica de TUNEL en el testicle del ratoli control
(a) i del transgenic (b). L'increment de I’apoptosi €s evident en el
plafé b. La identitat de les ceHules que moren per apoptosi es cor-
respon a espermatocits primaris en fase de paquite en els plafons
d i e. (Figura adaptada de Selva et al., 2000.)

LA PROTEINA D’UNIO
ALS ANDROGENS

Tal com es va comentar a la figura 1, la
marca distintiva de I'espermatogenesi normal
és el fet que el procés només pot avangar si
es manté 'adequada homeostasi androgeni-
ca. Aquest procés comporta el funcionament
apropiat de la testosterona de les cellules de
Leydig amb 1’AR de les cellules de Sertoli. La
concentracid de testosterona local, tanmateix,
és regulada probablement en part per I’ABP
de les cellules de Sertoli. Qualsevol pertorba-
ci6 en I’'homeostasi androgeénica posa en perill
la fertilitat. Amb aquesta finalitat, es va desen-
volupar un model animal de ratoli en qué
el gen ABP de la rata s'incorporava especi-
ficament dins les ceéllules de Sertoli, i es va
utilitzar per a avaluar-ne els efectes en celules
espermatogeniques (Selva et al., 2000, 2004).
En aquest model, el transgen ABP de la rata
fa que el nivell de testosterona lliure disminu-

eixi. El més aparent en aquest ratoli transgenic
era que la terminacié de la primera divisié
meiotica es veia significativament perjudica-
da, tal com es demostrava amb l'increment de
la tinci6 per l'assaig de TUNEL en el testicle
del ratoli transgeénic (vegeu la figura 7). A més
augment, es veia clarament que la tinci6 per
TUNEL marcava preferentment espermato-
cits que no havien pogut completar la primera
divisi6é meiotica. Aixo ens va fer especular que
la sobreexpressié del gen ABP en els testicles
de ratoli comportava canvis en la concentracié
local de testosterona lliure i s’associava amb
una terminacié defectuosa de la primera di-
visi6é meiotica dels espermatocits en fase de
paquite (Selva et al., 2000).

Hi ha proves addicionals que demostren
que I'homeostasi androgenica té un paper im-
portant en l’assoliment de la primera divisio
meiotica, com és la distribucié de la immu-
notinci6é d’AR en céllules de Sertoli postnatals
(vegeu la figura 8). Tal com s’ilustra en aques-
ta figura, 'AR no s’expressa en les cellules
de Sertoli fins aproximadament els dies 15 a
20 postnatals, precisament el temps en qué
la barrera hematotesticular permet 1’escomesa
meiotica. Més recentment, i de manera con-
sistent amb aquesta hipotesi, dos grups han
mostrat, fent servir un model de ratoli geno-
anullat condicional per I'AR en les cellules
de Sertoli, que I'espermatogenesi es bloqueja
a I'acabament de la primera divisié meiotica
(De Gendtet al., 2004; Holdcrafti Braun, 2004).

Tanmateix, agafades conjuntament, aques-
tes quatre linies d’evidéncia —a) la tinci6 po-
sitiva d’AR en testicles criptorquids s’asso-
cia a la maduraci6 de les cellules germinals
fins a la primera divisi6 meiotica, b) els ani-
mals transgenics per a 1’ABP mostren una
apoptosi incrementada en cellules germinals i
també un acabament malmes de la primera di-
visié meiotica, ¢) els estudis d’immunolocalit-
zaci6 de I’AR en testicle postnatal demostren
que no apareix en cellules de Sertoli fins que
no comenga la meiosi i d) el ratoli genoanul-
lat condicional de ’AR en cellules de Sertoli
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FIGURA 8.
desenvolupament dels tibuls seminifers en els dies 5, 10, 15 i 20 postnatals. Noteu que I’AR és
present en les ce¢lules peritubulars en totes les edats, perd no apareix en les celules de Sertoli
fins aproximadament el dia 15, i no és prominent fins el dia 20. En aquesta darrera edat, la
barrera hematotesticular és present i es pot completar la meiosi.

mostra una incapacitat per a completar la pri-
mera divisié meiotica— porten a la conclusié
que una de les accions de la ruta androgenica
normal és ajudar a 'acabament de la primera
divisi6é meiotica.

Concloure que I’AR de les celules de Serto-
li és necessari per a 'acabament de la meiosi,
tanmateix, no ens ha de portar a extrapolar
que la presencia d’AR en altres céllules soma-
tiques del testicle no és igual d'important. De
fet, es pot especular que la presencia d’AR en
aquests altres tipus cellulars, en particular les
cellules mioides peritubulars, pot ser necessa-
ri per a la seva formaci6 i diferenciaci6. L’AR,
per exemple, és present en cellules mioides
peritubulars des del moment en que es formen
a I'tter, i els nivells sembla que es mantenen
constants durant la vida adulta (vegeu la figu-
ra 8). A més, sembla que no hi ha cap variacié
en els nivells d’AR en funcié del cicle semi-

Immunotincio d’AR en testicles postnatals. Es mostra la distribucié d’ AR durant el

nifer (compareu les figures 3, 4 i 8). De fet, és
clar que fins i tot si arribéssim a entendre com-
pletament com funciona 1’AR en les cellules
de Sertoli, la comprensié completa de com re-
gula ’AR l'espermatogenesi hauria d’esperar
fins que l'activitat d’altres cellules intratesti-
culars que responen a I’AR fos més coneguda.
En relaci6 a aquest punt, hem comencat a uti-
litzar recentment models animals per tractar
de desxifrar els papers addicionals de 1’'home-
oOstasi androgenica en el testicle.

DISRUPCIO DE L’ACTIVACIO DE L’AR
AMB ACID METOXIACETIC

L’acid metoxiacetic és el metabolit toxic
principal del metoxietanol (ME), un éter glicol
molt usat en pintures, tints textils, tintes d'im-
pressio, liquid de frens i, més recentment, en la
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FIGURA 9.  Disrupcié de I’expressio normal d’AR i ABP a causa d’un toxic ambiental. Es van
aillar tdbuls seminifers en estadi 8 mitjancant microdissecci6 i captura amb laser; els nivells de
mRNA d’AR i ABP es van analitzar en animals control i tractats amb MAA. La disminucié de
I’'mRNA de I’AR és parallela a la de la proteina analitzada per immunohistoquimica. L'mRNA
d’ABP augmenta en resposta a 'MAA, mentre que el de I’ AR disminueix. (Figura adaptada de

Tirado et al., 2002.)

fabricaci6 de xips per a ordinadors personals.
Els estudis en animals mostren una toxicitat
reproductiva considerable per a ’'ME i 'MEE
en mascles, que comporta atrofia testicular i
alteracié de la fertilitat. A causa del seu efecte
tan profund sobre la fertilitat masculina, i de
la creenca que els toxics que afecten tan marca-
dament la fertilitat masculina han de perjudi-
car la ruta androgenica d’alguna manera, ens
vam centrar en1’analisi de la possible alteraci6
de 'expressié d’AR en rates adultes mascles
tractades de manera aguda amb MAA.

En els testicles adults, una dosi tnica de
MAA provoca la mort per apoptosi dels es-
permatocits en fase paquité en determinats
estadis del cicle seminifer, un resultat que es
pot interpretar com una indicacié que 'MAA
és toxic per als paquitens en certs estadis del
cicle. Per identificar altres mecanismes poten-
cials d’acci6 de 'MAA en l'espermatogenesi
vam comengar a treballar amb el meétode re-

lativament nou de microdissecci6 per captura
amb laser (Suarez-Quian et al., 2000, 2002),
dissecant tibuls seminifers en diferents esta-
dis del cicle, per tal d’analitzar I'expressi6 de
I'mRNA de I’AR i ’ABP. Es van recollir cin-
quanta seccions transversals de tibuls dels
estadis més representatius i es va examinar
els efectes de 'MAA en els nivells de mRNA
d’AR i d’ABP en cada estadi i en funcié del
temps transcorregut després de I'administra-
ci6 del toxic. Els resultats van indicar que en
estadis control caracteritzats per nivells alts
de mRNA d’AR i baixos d’ABP, 'MAA dis-
minuia els nivells de mRNA d’AR pero aug-
mentava els d’ABP, respectivament (vegeu la
figura 9). El nivell de proteina d’AR, analitzat
per immunohistoquimica, va mostrar canvis
parallels als de mRNA d’AR. (No es poden
fer experiments semblants per a ’ABP perque
no hi ha cap anticos disponible per a exami-
nar si els nivells de proteina ABP canvien de
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L’'MAA altera I'expressio de 'mRNA d’AR i ABP de manera especifica segons I'estadi
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FIGURA 10. Disrupcio de I’expressio normal d’AR i ABP mitjangant un toxic ambiental. Es
van aillar tdbuls seminifers corresponents als estadis 11 i 12 mitjangant microdisseccié i captura
amb laser i es van analitzar els nivells de mRNA d’AR i d’ABP en animals control i tractats amb
MAA. L’augment en ’'mRNA de I’AR era parallel al de proteina analitzada per immunohisto-
quimica. En teixits control, en els estadis 11 i 12, les ceHules de Sertoli no eren mai positives
per a AR. 'mRNA d’ABP disminuia en resposta a MAA, mentre que el d’AR augmentava.

(Figura adaptada de Tirado et al., 2002.)

manera parallela amb els de mRNA). Inver-
sament, en els estadis control caracteritzats
per un nivell baix de mRNA d’AR i un nivell
alt d’ABP, 'MAA va incrementar els nivells
de mRNA d’AR i va disminuir els d’ABP. De
manera semblant, el nivell de proteina d’AR
detectat en nuclis de céllules de Sertoli canvi-
ava de manera parallela a 'mRNA (vegeu la
figura 10).

El que és clau en aquesta informacio és que
I'MAA va mostrar la capacitat d’actuar a les
ceéllules de Sertoli i alterar drasticament, de
manera especifica per a cada estadi, el balang
homeostatic de les dues proteines, AR i ABP,
el nivell normal d’expressi6 de les quals és im-
prescindible per a I'espermatogenesi. Aixi, en
I'adult, es demostra que un mecanisme d’ac-
ci6 de 'MAA és malmetre I'homeostasi del
receptor d’androgens i aixd proporciona una
base per a entendre com l'exposicié6 a MAA
afecta la fertilitat. De nou, el trencament de

I'homeostasi per a I’AR és incompatible amb
la viabilitat dels espermatocits paquitens.
Quins altres efectes té 'MAA? De fet, vo-
liem veure si 'MAA actuava com un anti-
androgen o com un estrogen (Tirado et al.,
2003, 2004). La rad per a aixo era clara: qual-
sevol compost que altera 1’activitat androge-
nica altera ’homeostasi i porta a una fertilitat
malmesa. Per assolir aquest objectiu, vam pre-
parar un assaig de transcripci6 en el qual una
construccié que contenia el promotor del re-
ceptor d’androgens o estrogens juntament a
la seqiiencia reportadora luciferasa es trans-
fectava establement a una linia cellular. Vam
observar que 'MAA no tenia activitat andro-
genica per si mateix, perd que tenia activitat
tant sobre ERa com sobre ERB. Potser el més
interessant de tot era el fet que ’'MMA mostra-
va la capacitat de potenciar 1’activacié de ' AR
per DHT i també potenciava la d’"ERa i ERB.
Esadir, aquest compost, introduit dins la ruta
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FiGura 11.

Interrupcio de I’activitat transcripcional d’AR mitjangant un toxic ambiental. Es va analitzar la capacitat de

I’MAA de modular I’activitat transcripcional d’AR, ERa i ERS en céHules transfectades amb construccions que contenien
I’inici de la transcripcié d’AR, ERa i ERB unides a molecules reportadores (luciferasa), en preseéncia dels corresponents

lligands o de MAA. ’MAA no mostra efectes androgeénics, perd va potenciar significativament la induccié per DHT.

L’MAA tampoc no va mostrar activitat ERe especifica, pero si activitat de transcripcié per a ERB i capacitat de potenciar
significativament les activitats tant d’ERa com d’ERg. (Figura adaptada de Tirado et al., 2002, 2004).

androgenica, malmetia de manera significati-
va ’homeostasi androgeénica. Estudis posteri-
ors han demostrat que el mecanisme d’accié
de 'MAA sembla ser la inhibici6 de l'activi-
tat desacetilasa responsable d’inhibir la trans-
cripcié dels receptors d’esteroides (Jansen et
al., 2004). Aquestes molécules tan simples po-
den representar una classe de compostos que
afecten de manera molt profunda la reproduc-
ci6é masculina mitjangant 'alteracié de la ruta
homeostatica androgenica durant el desenvo-
lupament.
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