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REsUMEN: Ladegeneracion celular que ocurre en lacriptorquidia con
alteracion de la espermatogénesis normal se produce por un mecanis-
mo de «apoptosis» 0 muerte celular programada. Son varias las vias
que activan o0 modulan dicha apoptosisy entre ellas la via mediada
inmunol dgicamente por reaccion antigeno-anticuerpo. Cuando lamuer-
te por apoptosis se produce por viainmnol dgica, una molécula «FAS»
es laimplicada en la modulacién de dicha apoptosis. En este trabajo
investigamos el papel que lamolécula FAS tiene en el incremento de
apoptosis en el articulo criptorquidico. El estudio se realiza en biop-
sias testiculares de pacientes criptorquidicos tomadas durante la or-
quidopexia, y ladeterminacion de FAS se realiza por técnicas de in-
munohistoquimica. Los resultados obtenidos indican que la molécula
FAS no parece tener unaclaraimplicacion en lamodulacion de la apop-
tosisen e testiculo criptorquidico.
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APOPTOSIS IN THE CRYPTORCHIDISM.
ROLE oF THE FAS PROTEIN IN IT'S MODULATION

ABsTRACT: The cellular degeneration, present at the criptorchidism le-
adsto amafunction in the spermatogenesis and it's due to cellular apop-
tosis (programed cellular death). This processis turned on and modu-
lated by different ways. One of then is mediated by Ag-Ac reactions
and aprotein called FAS seemsto have an important role in it's mo-
dulation. We studied the relation between FAS an the increased apop-
tosisin undescended testics. Testicular biopsies were done in criptor-
chid patients during orchidopexy and FAS was meassured by immu-
ne-techniques. Our results seem to dismiss FAS as amodulation apop-
tosis factor in the cryptorchidism.
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INTRODUCCION

El epitelio seminifero es un tejido altamente proliferati-
vo en el queladegeneracion delas células germinales es una
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caracteristica constante®- 2. Recientes estudios basados en
andlisis morfol dgicos, han demostrado que las células ger-
minales mueren espontdneamente por un mecanismo de
«apoptosis» 0 muerte celular programada®?. El testiculo al
igua que el ojo, y el SNC, son lugares inmunol 6gicamente
privilegiados, siendo capaces de expresar lasmoléculas FAS
que se sabe participante en lamodulacion del proceso de apop-
tosis celular® 7, En algunos procesos patol 6gicos del testi-
culo tales como la criptorquidiainducida experimental men-
te®19 y en €l testiculo contralateral a unatorsion testicular
unilateral, se ha observado un incremento de apoptosis celu-
lar@), Aunque en este Ultimo proceso el mecanismo que mo-
dulala apoptosis estd mediado inmunol 6gicamente y mo-
dulado por lavia FAS®?, el mecanismo que activa la apop-
tosisen el testiculo criptorquidico no se reconoce actuamente.

El objetivo de nuestro trabajo es, por lo tanto, evauar las
sefial es moleculares que controlan este fenémeno, estudian-
do laimplicacion de lamolécula FAS en el mismo.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiza en 30 pacientes intervenidos de crip-
torquidia unilateral alos que se tomo hiopsiatesticular du-
rante la orquidopexia. Dicha biopsiafue tomada previo con-
sentimiento de |os padres. Las muestras fueron divididas en
dos. Una parte seintrodujo en glutaraldehido paravaloracion
de apoptosis con microscopia electronica (ME) y laotrami-
tad en solucion de Bouin, parainclusion en parafinay estu-
dio inmunohistoquimico con la utilizacidn de anticuerpos
(Acs) monoclonales.

Estudio inmunohistoquimico: se realiza sobre cortes de
lamuestraincluida en parafina seguin técnica protocolizada,
utilizando como Acs monoclonales unalgG-3 anti-FAS dela
casaVITROYy el Ac anti-BCL-2 de lacasa DAKO. Se utili-
26 como revel ador -Dako Techmate/Dab Diamino Benzidina
L os cortes obtenidos de los bloques de parafina se colocan
en porta adhesivos 1 horaa 60°C, se desparafinan con xilol
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Figura 1. Inmunotincion con Ac anti-FAS: 1gG3. Se observalane-
gatividad de latincion dentro de los tdbulos seminiferos. Ligeratin-
cién enintesticio.

y se hidratan con acohol. Se mantienen en TBS.
Desenmascarador de antigenos -Retreival en ollade presion
durante 2 minutos. Se montan en la méquina Horizon
Techmate de Dako y se incuban |os anticuerpos primarios
(1gG-3y anti-BCL-2) durante 30 minutos a temperatura am-
biente.

L os resultados fueron val orados como tincion negativa®,
moderadamente positiva (+) y positiva (++), comparados con
un control.

La edad de los pacientes estaba entre 2-9 afios y a todos
presentaban criptorquidia unilateral con testiculo en cand in-
guinal. El estudio ultraestructural (ME) demostr6 un incre-
mento de apoptosis celular en todos los testicul os criptor-
quidicos®3), afectando tUbulos seminiferos de formafocali-
zada dentro de un mismo testiculo y con lesién también fo-
calizada dentro de un mismo tubulo. El andlisis inmunohis-
toquimico parala expresion de FAS utilizando Ac mono-
clonal tipo IgG revela que la expresion de FAS en las crip-
torquidias es negativaen el 80%. En agunas muestraslatin-
cion fue moderadamente positiva (20%) pero anivel del in-
tersticio y no dentro de los tubulos seminiferos (Fig. 1). La
tincion de BCL-2 fue también negativaen un 83% Yy solo en
un 17% latincion ligeramente positiva pero también a nivel
intersticio (Fig. 2). No observamos correlacion entre el in-
cremento de apoptosis celular en las muestras con latincion
de FAS en las mismeas.

DISCUSION

Varios estudios han demostrado que en lacriptorquidiain-
ducida experimentalmente, se observa un incremento de de-
generacion en las células germinal es por mecanismo de apop-
tosise19, Sin embargo, el mecanismo que modula este proce-
so en €l testiculo criptorquidico no es del todo conocido. La
apoptosis celular esunamuerte celular programada (MCP), en
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Figura 2. Inmunotincién con Ac anti-BCL-2. Negatividad de latin-
cién dentro de los tdbulos. Muy ligeratincién en intesticio.

la que se produce una fragmentacion del ADN con conserva
cién de lamembrana nuclear®. Esta MCP ocurre en células
expuestas a sefial es activadas especificamente que son libe-
radas viaantigeno-receptor y moduladas por lamoléculaFAS.
Sin embargo, existen otras vias aternativas de activacion no
mediadas inmunol 6gicamente como son: moléculas inmuno-
supresoras endogenas (glucocorticoide, factor transformador
del crecimiento...), moléculas citotoxicas efectoras (factor de
necrosis tumoral), deficiencia de factores tréficos, drogas ci-
totoxicasy dafio fisico leve (temperatura elevada) 1), El FAS
es unamolécula de superficie celular que seincrementa des-
pués de una activacion mediadainmunol 6gicamente (Ag-Ac).
Ladtaexpresion de FAS protege o evitaque esacélulasea ater
cada, por jemplo, por mediadores de lainflamacion; sin em-
bargo, lacélulaala que defiende morira posteriormente por
apoptosis. LamoléculaBCL-2 seencuentraen €l interior dela
célula, participatambién en la apoptosis mediada inmunol ¢-
gicamentey protege ala célula de morir por apoptosis?18.19),
En la actualidad son ya numerosos |os trabaj os que demues-
tran el incremento de apoptosis en el testiculo criptorquidico,
si bien todos ellos seglin larevision bibliogréficareaizada, se
han realizado en teste criptorquidicos inducidos experimen-
talmente en ratas®19. Por €l contrario, se harealizado pocos
estudios, por el momento, para esclarecer que sefiales modu-
lan este incremento de apoptosis en €l testiculo criptorquidi-
co. Nuestro estudio se ha basado fundamental mente en inten-
tar conocer si ladegeneracion celular que ocurre en el testicu-
lo criptorquidico esta mediadainmunol gicamente y modula-
da por lamoléculaFAS. No hemos encontrado relacion entre
el grado de apoptosisy laexpresion de FAS en las muestras.
Latincion paraBCL-2 hasido también negativa. Estos resul-
tados nos hacen pensar que s bien existen numerosos trabajos
en los que se piensa que la afectacion del testiculo contralate-
ra en lacriptorquidiaestd mediado por un proceso inmunol ¢-
gico con la aparicion de anticuerpos antiesperma?), la dege-
neracion celular que ocurre en € testiculo criptorquidico par
rece no estar modulada via FASYy, por |o tanto, mediadain-
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munol 6gicamente. Estos resultados coinciden con el trabajo
realizado por Ogi en 1998@). Hasta el momento |os trabajos
realizados sobre el tema son escasos. Consideramos que otras
vias dternativas diferentes alainmunol dgica pueden modular
el incremento de degeneracion celular (apoptosis) en el testi-
culo criptorquidico, siendo éstas objetivo de estudios futuros.
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