VNIVER4DAD NACJONAL
AVFN"MA DE
MEXICO

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

IDENTIFICACION DE CELULAS PROGENITORAS DE
ESPERMATOCITOS EN DOS ESPECIES DE MURCIELAGOS
FILOSTOMIDOS: Sturnira lilium y Artibeus jamaicensis.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
B I 0 L o G o

ZACAULA JUAREZ NOE

DIRECTOR DE TESIS
Dra. Norma Angélica Moreno Mendoza.

Los Reyes lztacala, Edo. de México, 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

iNDICE
(0] =10 (0. (0] = 1 - N 5
AGRADECIMIENTOS. .. eeeeeeieeeeeeeeeeaseenassemnsssseeesennsssennsennmennsseesnnnnsessennsseee 6

LR Y= 35 1 = 7 Y O 10
[1TIT N 2 70T 0o o [ R 11
1) Determinacion sexual en mamiferos..........ccccevirininiirsnc e enie e 11

a) Determinacién sexual primaria

b) Determinacion sexual secundaria

c) Origen de las células germinales primordiales
d) Genes involucrados en la linea germinal.

e) Morfologia del testiculo

2) ESpermatoOgenesiS. . ..cueurureirrureiriirninrrassrass s ransssrasasnnrasssnsnsennen 17
3) Generalidades de 10S MUrCIi€lagos..........cccuiiimiuiieirireircr e 28

Artibeus jamaicensis

Sturnira lilium

(A2 U153 1| = (07 Yoo (o] N R 34
V. HIPOTESIS. . ocuieeeeeieeeeeeeeeemaeesenaseemaaseesssennsennssennsssennssennsssnnnseennnmenes 34
VI, OBUETIVOS. . ceeiiieeeeeeaeeeeeeeemessenaseemnssennsssennssennssennsssennsssnnnssenssssenseees 34

a) Objetivo general

b) Objetivos particulares



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

VII. MATERIAL Y METODOS.......uuuumuumireeeeeeeieieeiieessessssssssssssssssssmnnssssssssens 35
)T 1 (=T - 35
B2 - o 4 1o o TR 36

3) Morfometria testicular macroestructural de Artibeus jamaicensis y
SHUINIra lilium.............oeeeeeeie et er v v s s s s e s r e e ernnnmnnn s 37

4) Morfometria testicular microestructural de Artibeus jamaicensis y

SHUINIFa lliUM. ....c..cneeeeeieei e e e e 37
5) Inmunohistoquimica de Artibeus jamaicensisy Sturnira lilium............... 38
6) TINCION COOMASIE. ... .cuiuiiiiciiiii s s e e e eesssmmmrer e e e ernns 39
7) “Western blot™. ... e e 39
VIII.  RESULTADOS.......oiuiiiiiiiriiriarrasrassrasssassrnnssnssennssnnssnnssnnssnnssnnes 41

1) Morfometria testicular macroestructural de Artibeus jamaicensis: peso,
longitud del antebrazo, tamario de los testiculos y didmetro de los

tUDUIOS SEMINTTEIOS. .. e i e a1
2) Morfometria testicular microestructural de Artibeus jamaicensis............ 42
a) Conteo celular del epitelio seminifero...........coovviiiiiiiiiieen 42

b) ldentificacion de células progenitoras de espermatocitos
(eSPermMatogonias A). .. ..o e 43
c) Ciclo del epitelio semMiInifero.........ocovviiiiiiiii e 47

3) Morfometria testicular macroestructural de Sturnira lilium: peso,
longitud del antebrazo, tamario de los testiculos y diametro de los
tUbUIOS SEMINITEIOS. ... v e 55



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

4) Morfometria testicular microestructural de Sturnira lilium...................... 56
d) Conteo celular del epitelio seminifero...........c.ooviiiiiiiici e, 56
e) ldentificacion de células progenitoras de espermatocitos...................... 57
f) Ciclo del epitelio sSeminifero...........ooveiiiiiiii e 60
5) Inmunohistoquimica de Artibeus jamaiCensis...............cccevevieiininiennnnns 67
g) Deteccién de los marcadores C-KIT, OCT-4, H3y VASA.......cccoiiiiiiiennen 67
h) Analisis de la actividad proliferativa mitética (H3) y meiética (SCP1).......... 71
i) Expresion del factor de transcripcion temprana (WT-1) y de la hormona
antimilleriana (MIS). ... 72
6) Inmunohistoquimica de Sturnira lilium.................covemnemrieimninniniininninnanns 73
i) Deteccion de los marcadores C-KIT, OCT-4, H3 Y VASA.........ccoiieeneen. 73
k) Analisis de la actividad proliferativa mitética (H3) y meidtica (SCP1).......... 76
I) Expresion del factor de transcripcion temprana (WT-1) y de la hormona
antimilleriana (MIS)....... .. 77
M) TiNCION COOMASIE. ... ettt 78

7) Analisis de la reactividad y especificidad de los marcadores (C-KIT, OCT-4,

VASA, H3 y WT-1) por “Westernblot”.........c.ccooiiiiiiiiiicincimrinrneeeans 79
IX) DISCUSION........cceeeeiiieeeeeeeeeeeennnnnnnneseseeeseeeeeseesseesesassnssnssnssnnnnnsesmsens 81
X) CONCLUSIONES.........ccuiiiuieiirainnira e s e s s s ena e e s 85
XI) REFERENCIAS........ceiiiiiiiiii s s s sra s s m s s s s n s s m s e s e s nne 87
D 1) - Y| =5 94



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

DEDICATORIA

A mi mama GUADALUPE J. JUAREZ CARREON por haberme brindado su apoyo
incondicionalmente durante todo este tiempo y asi poder realizar mis suefos

Gracias.

A mis hermanos: ASLEY y CARLOS.

A: ENZO

A toda mi Familia.



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo se realizé en el departamento de Biologia Celular y Fisiologia, del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, como tutor Dra. Norma Angélica Moreno

Mendoza.

A los revisores:

Dr. Luis Arturo Baiza Gutman

Biol. Héctor Barrera Escorcia

Dra. Norma Angélica Moreno Mendoza

M. en C. Atahualpa Eduardo de Sucre Medrano
Dr. Enrique Martinez Meyer

El presente trabajo fue apoyado por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e
Innovaciéon Tecnoldgica (PAPIIT, No. IN218908)

Al apoyo Técnico:

Biol. Patricia Espinoza Cueto
M. en C. Esmeralda Lira Romero



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

AGRADECIMIENTOS

A todos mis amigos y amigas con los que comparti una parte importante de mi vida. Por
todos aquellos buenos y malos momentos. A TODOS USTEDES QUE AUNQUE NO
ESTEN SUS NOMBRES SABEN QUE SON PARTE DE MI VIDA. GRACIAS.

A mis comparieros de laboratorio:

Sandra Milena Estévez
Tania Porras Gémez
Esmeralda Lira Romero

Al laboratorio:

Dr. Raul Mancilla Jiménez

Dr. Horacio Merchant Larios

Gracias por las facilidades prestadas en sus respectivos laboratorios.



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

Dol somas sombras 2agando en fa csouridad
Somas sin saber por que
Fratamas de disfumbrar un pequerio vesquicio de bug
Imaginamos, pensamos, cicamos 4 jugamos
&n busca de fos misterios 3o fa 9ida
Caminamos ciegos

&n Busca e o elernidad.

Mot Gacaula Judreg



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

. RESUMEN

El ciclo del epitelio seminifero en mamiferos comprende una serie de asociaciones
celulares resultado de un proceso continuo de diferenciacién celular (espermatogénesis),
que incluye 3 fases: proliferacién mitética, division meidtica y la espermiogénesis.

El estudio morfolégico de Sturnira liliumy Artibeus jamaicensis permitié analizar, el ciclo
del epitelio seminifero, el cual presenta un patrén tipico respecto a otros mamiferos. Este
incluye las XIV etapas y 19 estadios de la espermiogénesis en ambas especies. Se
encontré6 un ciclo espermatogénico completo por lo cual se identificaron los subtipos
celulares de espermatogonias madre (A): As, Apr, Aal, A1, A2, A3, A4, intermedias y tipo
B asi como espermatocitos primarios, secundarios, espermatides redondas, alargadas en
diferentes grados de desarrollo y espermatozoides. Por inmunohistoquimica se detecté la
expresion de las diferentes proteinas marcadoras de algunas etapas y condiciones
especificas, usando  anticuerpos policlonales, entre ellas VASA se present6 en las
células progenitoras de la linea germinal. OCT-4 un factor de pluripotencialidad en células
germinales y C-KIT un factor de células madre se encontrd en las espermatogonias A. El
marcador de la actividad mitética H3 se localizé en las espermatogonias A; mientras que
el marcador de meiosis SCP1 se encontr6é en espermatocitos primarios y secundarios.

Se determiné la especificidad y reactividad de los anticuerpos (H3, Wt-1, C-kit, Vasa y
Oct-4) por “Western blot”, en homogeneizados testiculares. Se obtuvieron los pesos
esperados para H3 de 17 kDa, WT-1 de 53 kDa, C-KIT de 145 kDa, VASA de 76 kDa.
En cambio para OCT-4 (50 kDa) no se encontr6 el peso esperado, encontrandose una
banda de 60 kDa. Todas las proteinas se detectaron en ambas especies. Se encontr6é un
ciclo espermatogénico completo por lo cual se identificaron todos los subtipos celulares de
espermatogonias A: As, Apr, Aal, A1, A2, A3, A4, intermedias y tipo B asi como
espermatocitos paquiténicos, zigoténicos, espermatocitos secundarios, espermatides
redondas y alargadas en diferentes grados de desarrollo y espermatozoides. Se
presentaron ciclos de espermatogénesis continuos a lo largo del ano sin observarse
periodos de regresion testicular, debido a que son murciélagos tropicales, por lo tanto la
disponibilidad de alimento cubre los requerimientos energéticos.
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Il. ABSTRACT

The cycle of seminiferous epithelium in mammals involves a numerous cellular
associations result of a continuous process of cellular differentiation (spermatogenesis),
which includes 3 phases: mitotic proliferation, meiotic division and spermiogenesis.

The morphology study of bats Sturnira lilium and Artibeus jamaicensis possible to analyze
the cycle of seminiferous epithelium which presents a typical pattern compared to others
mammals. The cycle was divided into XIV stages and 19 steps of spermiogenesis in both
species. We found a complete cycle spermatogenic at which identified the cellular
subtypes of spermatogonial stem cells: As, Apr, Aal, A1, A2, A3, A4, intermediate, type B,
primary spermatocytes, secondary, round spermatids, elongated in different levels of
development and sperm.

Immunohistochemical assays detected expression of different marker proteins of some
stages and specific conditions, using polyclonal antibodies, including VASA was presented
in progenitor cells of the germ line. OCT-4 by a factor of pluripotency in stem cells and C-
KIT stem cell factor was found in spermatogonia A. The mitotic marker H3 activity was
found in spermatogonia A, while the meiosis marker SCP1 was found in primary and
secondary spermatocytes.

We determined the specificity and reactivity of the antibodies (H3, Wt-1, C-kit, Vasa and
Oct-4) by Western blot in testis homogenates. We obtained the expected weight of 17 kDa
H3, WT-1 53-kDa, C-KIT 145-kDa, 76-kDa VASA. In contrast to OCT-4 (50 kDa) was not
expected weight, finding a band of 60 kDa. All were detected in both species. We found a
complete spermatogenic cycle at which identified all the cellular subtypes of
spermatogonia A: As, Apr, Aal, A1, A2, A3, A4, intermediate, type B and pachytene
spermatocytes, zygotene, secondary spermatocytes, round spermatids elongated in
different stages of development and sperm. There were ongoing cycles of
spermatogenesis throughout the year without periods of testicular regression observed,
because they are tropical bats therefore covers the availability of food energy

requirements.

10
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lll. INTRODUCCION

1) Determinacion sexual en mamiferos
a) Determinacion sexual cromosémica

En mamiferos la determinacion sexual primaria se refiere a la diferenciacién del sexo de
las gbnadas, la cual es estrictamente cromosdmica y se establece en el momento de la
fecundacién. La dotacion de cromosomas sexuales XY promueve a la diferenciacién
testicular y el complemento XX promueve la formacién de ovario (Gilbert, 2005). Por lo
tanto la determinacion de las génadas puede ser en machos o hembras. Los machos al
ser XY pueden generar dos tipos de espermatozoides: la mitad llevara un cromosoma X y
la otra uno Y. La hembra es XX y cada uno de sus gametos tiene un cromosoma X. Si el
gameto femenino recibe otro cromosoma X del espermatozoide resultara XX y por lo tanto
la formacién de ovarios; si el gameto recibe un cromosoma Y sera XY formando
testiculos. ElI cromosoma Y lleva el gen SRY que codifica un factor determinante
testicular (TDF), el cual organiza la gbnada indiferenciada hacia testiculos.

Los mecanismos que participan en la determinacién sexual primaria en humanos incluyen
inicialmente al gen SRY que se localiza en el brazo corto del cromosoma Y [figura 1]. Asi
como el gen autosémico SOX9 que también puede inducir la formacion testicular incluso
en ausencia del gen SRY (Vidal y col., 2001). La proteina de SOX9 puede actuar como un
factor de empalme y como un regulador transcripcional. SOX9 migra hacia el nicleo en el
momento de la determinacién sexual donde se une al sitio promotor del gen para el factor
inhibidor de Mdller, proporcionando el enlace en la via hacia el fenotipo masculino
(Arango y col., 1999; de Santa barbara y col., 2000).

También se sugiere que SRY o SOX9 funcionan a través de un mecanismo indirecto: SRY
induce a las células de la cresta genital a secretar un factor quimiotactico que permite la
migracién de las células mesonéfricas hacia la génada (Capel y col., 1999). Después
estas células inducen al epitelio gonadal a diferenciarse en células de Sertoli con patrones

de expresion de genes especificos masculinos.

11
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Figura 1. Esquema general de la determinacion sexual. Cascadas postuladas que conducen a la
formacion de los fenotipos sexuales en mamiferos (Marx 1995, Birk y col., 2000).

b) Determinacién sexual secundaria

La determinacion sexual secundaria afecta al fenotipo fuera de las gbnadas. Esto incluye
al sistema de conductos femeninos, masculinos y a los genitales externos. Los machos
tienen un pene, vesiculas seminales y una glandula prostatica. Las hembras tienen una
vagina, cuello uterino, Utero y trompas de Falopio.

En humanos, los rudimentos de la gbnada aparecen en el mesodermo intermedio durante
la cuarta semana de desarrollo y se mantienen sexualmente indiferentes hasta la séptima
semana. Durante el estadio indiferenciado el epitelio de la cresta gonadal prolifera y se
extiende hacia el tejido conectivo laxo mesenquimatico. Estas capas epiteliales forman los
cordones sexuales. Las células germinales migran hacia la sexta semana y son rodeadas
por los cordones sexuales. Si el feto es XY contindan proliferando durante la octava
semana y los cordones siguen desarrollandose formando los cordones sexuales internos
(medulares) y, en el extremo mas distal, la delgada rete testis. Por ultimo los ahora
denominados, cordones testiculares pierden contacto con el epitelio superficial y se
separan de este por una matriz extracelular gruesa, la tunica albuginea.

Un inhibidor de la meiosis es producido por los cordones sexuales masculinos y las
células germinales quedan en arresto mitético (Koubova y col., 2006) y no iniciaran la
meiosis hasta la pubertad (McLaren y Southee 1997). Cuando se inhibe a las células
germinales se secreta un factor (probablemente prostaglandina) que hace que las células
del cordon testicular se diferencien a células de Sertoli (Adam y McLaren 2002). Las
células de Sertoli de los tubulos seminiferos fetales secretan el factor inhibidor de Muller
que posteriormente sustentaran a los espermatozoides. En la pubertad los cordones se

12



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

ahuecan para formar los tubulos seminiferos y las células germinales migran a la periferia
donde empiezan a diferenciarse en espermatozoides. En los tdbulos seminiferos los
espermatozoides son producidos y transportados desde el interior del testiculo a través
del rete testis, posteriormente a través de los conductos eferentes, al epididimo que se
forma a partir de conducto de Wolff y finalmente, a los conductos deferentes hasta llegar
a la uretra. Mientras tanto las células de Leydig que producen la testosterona se forman a
partir de las células mesenquimaticas en el desarrollo fetal de los testiculos.

La determinacion sexual secundaria implica el desarrollo del fenotipo masculino en
respuesta a las hormonas secretadas por los testiculos. Esta determinacion tiene dos
fases temporales: la primera se produce dentro del embrién durante la organogénesis: la
segunda ocurre en la pubertad. La formacién del fenotipo masculino involucra la secrecion
de hormonas testiculares. La primera es la hormona antimilleriana (FIM, HIM o MIS),
producida por las células de Sertoli que causa la degeneracion del conducto de Miiller. La
segunda es la testosterona, que es secretada por las células de Leydig fetales. Esta
hormona hace que el conducto de Wolff se diferencie en epididimo, conductos
deferentes, vesiculas seminales y hace que las prominencias urogenitales se desarrollen
hacia escroto y pene.

c) Origen de las células germinales primordiales

Las células germinales son las que permiten la continuidad genética del individuo. En el
embrién de los vertebrados, sus precursoras mas primitivas: las células germinales
primordiales (CGP) se originan en el epiblasto durante la segunda semana de desarrollo.
Se desplazan por movimientos ameboides hasta el saco vitelino, al cual llegan a finales
de la tercera semana. Desde ahi migran para establecerse en la cresta genital, que es el
sitio donde se formara la génada.

Las CGPs son facilmente identificables al microscopio de luz cuando se encuentran en el
endodermo del saco vitelino, pues no solo son mas grandes y mas claras que las células
somaticas vecinas (Byskov, 1982; Motta y col., 1997); son baséfilas y exhiben actividad
fosfatasa alcalina en su citoplasma periférico. El tamafo promedio de CGP varia de (10-
20 um), segun el tipo de organismo; son de una forma eliptica o esférica y de superficie
lisa, aunque algunas emiten procesos citoplasmaticos, de modo que su cara externa es
rugosa. La observacion de las CGP al microscopio electronico de transmision y de barrido
permiten apreciar su forma redonda y un diametro que oscila entre (15-20 um) (Byskov,
1986). El nlcleo esférico ocupa una posicion excéntrica y contiene una cromatina

13
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granular muy fina y un numero de nucléolos variable (Motta y col., 1997; Byskov, 1986). El
reticulo endoplasmico rugoso es abundante al igual que los poliribosomas libres. Cerca
del nlcleo se observan mitocondrias esféricas con crestas lamelares, asi como un
complejo de Golgi pequefio (Motta y col., 1997; Jeon y Kennedy, 1973). Las reservas
energéticas de las CGP estan representadas por depositos de glucégeno y gotas de
lipidos, necesarias para la migracién hacia los pliegues gonadales (Byskov, 1982; Fukuda,
1976). También se encuentran unos pocos microfilamentos, centriolos y microtubulos asi
como areas focales de contacto estrecho con las células vecinas.

La migracién se lleva a cabo por dos mecanismos, uno pasivo y otro activo. En el pasivo:
los movimientos morfogénicos de la parte caudal del embrién en crecimiento ayuda a
transportar a las CGP hasta la cresta genital. En el activo, esto sucede por movimientos
ameboideos en los mamiferos; mientras que en las aves ocurre a través de los vasos
sanguineos, a los que las células penetran. Para posibilitar su migracion, las CGP
sintetizan receptores de membrana que les permite reconocer moléculas de la matriz
extracelular sobre las que se desplazan, transfieren metabolitos a través de su membrana
y sintetizan receptores especificos para las proteinas que participan en la quimiotaxis que
ejercen las crestas genitales sobre ellas.

Resulta dificil seguir la ruta de migracién de las CGP, sin embargo, se les puede localizar
en el endodermo del alantoides y ubicarse después en la regién posterior del saco
vitelino, de ahi parten dos poblaciones que ascienden por ambos lados de la pared del
intestino posterior, hasta alcanzar el mesenterio dorsal e invadir las crestas genitales.
Hacia el dia 11 del desarrollo en ratdn, la mayoria de estas células se encuentra en los
primordios de la gonada. Durante la migracion estas células reducen su tamano al perder
reservas metabdlicas y entrar en mitosis. Las CGP se dividen activamente durante su
desplazamiento, asi emprenden la migracién alrededor de 100 células y la terminan cerca
de 5000. Las CGP mueren si migran en direccion anormal o se quedan en sitios no
apropiados de la ruta de migracién, sin embargo, algunas pueden sobrevivir y originar
tumores y teratomas debido a su crecimiento y diferenciacién anormal. O diferenciarse en

ovocitos y después perecer por apoptosis.
d) Genes involucrados en la linea germinal.

Los estadios de formacion de la linea germinal estan controlados por una cascada de
genes reguladores (figura 2). Dicha cascada comprende la activacion sucesiva de los

14
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genes que controlan la induccién inicial y el desarrollo, proliferacion, supervivencia,

migracion y diferenciacién de las células germinales primordiales.
Cigoto

Morula Expresion de Gctd para mantener

la pluripotencialiclad de la morula.

| epiblasto y las CGP
Epiblasto < epiblastoyias

CcGP

Eltrofoblasto secreta Bmp-4

Inducciondaldesarrollo de CGP Las CGP expresan Gel

por el refoblasto

Las CGP expresan TIAR parmatener su
Transposicion de las CGPalsaco supervivenciay proliferacion
vitelino secundario

Los tejidos situaclos a lo largo de la wvia
Migracion de las CGP desde el saco vitelino espresan interleucinalcitocinalif y c-kit par
secundaricalintestino al mesenterio corsal matenerla supervivencia yw proliferaciondle las
¥ a la pared posterior del cuerpo. CGP alolarge de la via tambien se expresa
tenascina.

o Expresion de Gas-6. Sky. Gata-4. Zfx. Zfy.
Difereciacionde las CGP en la cresta WVWt1. SF-1 para inducir la diferenciacion de las
genital CGP

Figura 2. Cascadas de genes de regulacion que controlan el desarrollo de las células germinales

primordiales.

Los genes necesarios para la iniciacién de la formacion de las células germinales en
animales inferiores son llamados genes de efecto materno. La activacion de estos genes
maternos regula la segregacion del plasma germinal a una region especifica del cigoto
que durante la segmentacion queda incorporada en un grupo de células que acabaran
formando los precursores de la linea germinal, por el contrario es probable que en los
embriones de mamiferos todas las células primitivas incluidas la moérula sean capaces de
formar células germinales pluripotenciales, pero esta capacidad queda limitada primero, a
la masa de las células internas y después al epiblasto. Por tanto, en los mamiferos, la
iniciacién del desarrollo de la linea germinal requiere de la activacién de los genes que
mantienen la pluripotencialidad en las blastomeras, precursoras que terminaran por
producir la linea germinal.

El gen Oct4 codifica un regulador de la transcripcion de dominio POU (Oct-4), su actividad
se detecta en todas las células de la mérula aunque después se limita solo a las de la
masa celular interna, mas tarde en el epiblasto, este proceso requiere una senal inductiva
procedente del trofoblasto, una sefal candidato es la proteina morfogénica de hueso 4
(BMP-4). Aparentemente la BMP-4 activa genes tales como Gcl (Germ cell-less) en el
interior de las futuras células germinales del epiblasto. Después la expresion de Oct-4 es
mantenida en el ectodermo embrionario y es regulado en la gastrulacion por el eje
anteroposterior. Después de esta etapa la expresion de Oct-4 estd limitada a las células
germinales primordiales, que es mantenida hasta el inicio de la diferenciaciéon sexual de
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los gametos y la meiosis en hembras y hasta el inicio de la espermatogénesis en machos.
(Pesce y col., 2000).

Cuando las futuras células germinales pasan al saco vitelino la expresién de factores
tréficos en las CGP o en las células asociadas garantiza su proliferaciéon y supervivencia.
Un factor tréfico expresado por las CGP, necesario para su sobrevivencia y proliferacion
es la proteina TIAR de union al RNA. Parece que para la supervivencia y proliferacion de
las CGP a lo largo de la via de migracion desde el saco vitelino al intestino y al mesenterio
dorsal y mas tarde a la pared posterior del cuerpo son necesarios muchos otros factores
tréficos entre ellos se encuentran varios expresados por los tejidos existentes a lo largo de
la via de migracidn, tales como los miembros de la familia del factor inhibidor de leucemia
(LIF) y el ligando C-KIT, que regula la migracién, proliferacion y apoptosis de las células
germinales primordiales durante el desarrollo de la gbnada en etapa fetal. Asi como la
proliferacién de las espermatogonias en etapa adulta. (Mauduit y col., 1999). Las células
situadas a lo largo de la via han de expresar también otros factores entre los que se
encuentran proteinas de la matriz extracelular que dirigen la migracién de las CGP.

Una vez que las CGP llegan a la futura gbénada deben expresar numerosos genes que
regulan la diferenciacion final de las células de la linea germinal. Entre ellos se
encuentran genes que codifican el factor de transmisién de sefial Gas-6 y su receptor
tirosina-cinasa (Sky), el factor de transcripcién Gata-4 y las proteinas Zfx (en hembra) y
Zfy (en macho). En el raton la expresion del gen Vasa es detectado en las células
germinales primordiales después de la colonizacién de la cresta gonadal y se mantiene
hasta la formacién de células germinales postmeioticas (Satomiy col., 2000).

e) Morfologia del testiculo
El testiculo es una glandula tubular compuesta que esta rodeada por una gruesa capa
fibrosa, la tdnica albuginea. En la cara posterior del 6rgano hay un engrosamiento de
tejido conjuntivo que penetra en la glandula y forma el mediastino del testiculo. Unos
delgados tabiques fibrosos llamados los septula testis se extienden radialmente a partir
del mediastino hasta la tunica albuginea y dividen el érgano en unos 200 compartimentos
piramidales los lobulillos testiculares. Cada lobulillo esta constituido por uno o cuatro
tubulos seminiferos sumamente retorcidos, estos tubulos constituyen la porcién exocrina
del testiculo, que es en esencia una glandula citogénica cuyo producto de secrecién
holocrina esta formado por células completas los espermatozoides. En el vértice de cada
lobulillo los tabulos seminiferos pasan repentinamente a transformarse en tubulos rectos
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que constituyen el primer segmento del sistema de conductos excretores (Bardin vy
Scherins, 1982).

En la cara interna de la tanica albuginea, el tejido conjuntivo denso cede su lugar a la cara
mas laxa, provista de numerosos vasos sanguineos que forman la tdnica vascular del
testiculo. A partir de esta capa un tejido conjuntivo de caracter semejante se extiende
hacia dentro para llenar todos los intersticios que hay entre los tdbulos seminiferos.
Contiene fibroblastos, macréfagos, células cebadas y células mesenquimales
perivasculares. Ademas contiene grupos de células de Leydig que constituyen el tejido
endocrino del testiculo (Hamilton y Greep, 1975).

El testiculo se desarrolla en una fase temprana de la vida embrionaria a partir de la pared
dorsal de la cavidad abdominal y mas tarde descienden hacia el escroto, llevando cada
uno, una evaginacién del peritoneo. La tunica propia o vaginal del testiculo, la cual
constituye la cavidad serosa que rodea el testiculo. Estd formada por una capa externa
parietal y otra interna visceral que se aplica directamente a la tunica albuginea en su cara
anterior y lateral. En la cara posterior del testiculo, donde los vasos y los nervios penetran
en el 6rgano, la cara visceral se refleja de su superficie y se continla con la capa parietal.
Cuando se abre la capa parietal aparece la tunica visceral que cubre al testiculo en forma
de una superficie brillante lisa recubierta de mesotelio, que es el remanente del epitelio
celémico que en el embridon cubria al primordio gonadal (Brandes, 1974).

2) Espermatogénesis

La espermatogénesis comprende una serie compleja de fenédmenos mediante los cuales,
las espermatogonias se transforman en espermatozoides, esta funcién se inicia en la
pubertad y continla hasta la muerte del organismo. Para comprender la
espermatogénesis, es importante tener presente que el epitelio seminifero esta constituido
por (1) una poblacion fija de células de soporte no proliferativas y (2) una poblacion
proliferante que se diferencia en gametos masculinos, la cual esta formada por células
germinales que se mueven lentamente hacia la luz del tubulo seminifero a lo largo de los
bordes de las células de Sertoli hasta alcanzar la superficie libre. Al acercarse la pubertad
se disponen en la periferia, adyacentes a la membrana basal del tabulo, se multiplican
por mitosis y aumentan en nimero. Las espermatogonias que se originan en etapa fetal a
partir de las CGPs se encuentran en el interior de los tdbulos seminiferos testiculares.
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La espermatogénesis es regulada por las hormonas hipofisarias, foliculo estimulante
(FSH) y luteinizante (LH) ademas de la testosterona que producen las células de Leydig
del testiculo (figura 3).
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Figura 3. Diagrama del control hormonal de la espermatogénesis. La GnRH actda sobre la hipdfisis
para que a su vez libere las gonadotropinas FSH y LH. La FSH actla indirectamente sobre las
espermatogonias, a través de las células de Sertoli. La LH también es conocida como hormona
estimulante de células de Leydig; ya que actia sobre ellas para que secreten testosterona. Las dos
hormonas cooperan para mantener el control de la espermatogénesis, la inhibina producida por las
células de Sertoli y la testosterona ejercen una regulacién negativa en el proceso. GnRH:
Hormona liberadora de gonadotropina, LH: hormona Luteinisante, FSH: hormona foliculo
estimulante, T: testosterona, ABP: proteina de unién de andrégenos, LCSF: factor estimulante de
células de Leydig.

Por conveniencia descriptiva suele dividirse en tres fases principales: en la primera,
llamada espermatocitogénesis, las espermatogonias mas primitivas (tipo A) proliferan por
division mitética para perpetuarse por si mismas y dar origen a varias generaciones
sucesivas de espermatogonias, cada una de las cuales estd un poco mas diferenciada
que la que le precede. La division de la Gltima generacién de espermatogonias (tipo B) da
origen a espermatocitos preleptoténicos.

En la segunda fase, llamada meiética, los espermatocitos sufren dos divisiones de
maduracion que reducen el nimero de cromosomas a la mitad (haploides), que producen
un grupo de espermatides.

Y finalmente en la tercera fase llamada espermiogénesis, las espermatides sufren una
tremenda transformacién citolégica que las convierte en espermatozoides.

El gen Cpb-1 codifica una proteina citoplasmatica de poliadenilacion. Aunque este gen se

expresa tanto en los testiculos como en los ovarios, los experimentos con RNA
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interferente (iRNA), revelan que es necesario para la espermatogénesis, pero no para la
ovogénesis. La examinacion de la espermateca en individuos hermafroditas revela que el
empleo del iRNA para Cpb-1, provoca que se acumulen espermatocitos y muchas de
estas células no logran completar la meiosis. Estos resultados sugieren que Cpb-1 regula
la traduccién de uno o varios mMRNAs que son criticos para la finalizacion de la meiosis y
tal vez otros procesos durante la espermatogénesis (Luitjens y col., 2000).

El gen Ife-1 codifica un mRNA elF4E de union a proteinas que se asocia con granulos
germinales (P) durante la proliferacion de la linea germinal. EI gen Ife-1 resulta sensible
a la temperatura en la realizacion de la espermatogénesis, pero la mayoria de los
espermatozoides resultantes no son competentes para participar en la fertilizacion.
Alrededor del 80% de hermafroditas tratados con iRNA para Ife-1 son estériles y el 20%
restante han reducido crias. Estos datos sugieren que IFE-1 regula la traduccién de
mMRNA que son esenciales para la espermatogénesis (Amiri y col., 2001).

Espermiogénesis

El termino espermiogénesis incluye una serie de fendbmenos mediante los cuales las
espermatides se transforman en espermatozoides. El primer signo de diferenciacién de un
componente especifico del espermatozoide es la aparicibn de uno o varios granulos
pequefnos dentro del aparato de Golgi. Estos granulos proacrosémicos son ricos en
hidratos de carbono, con micrografias se observa que cada granulo se encuentra
envuelto en una vesicula limitada por la membrana del aparato de Golgi. A medida que
avanza el desarrollo los diferentes granulos separados de la regién del Golgi se fusionan
en un glébulo grande y Unico el granulo acrosémico que esta contenido dentro de la
vacuola o vesicula acrosémica envuelta por una membrana. Esta se adhiere a la cara
externa de la envoltura nuclear. El lugar de esta adherencia sefiala el futuro extremo
anterior del nucleo del espermatozoide.

Es conveniente dividir a la espermiogénesis en cuatro fases: en la primera o fase de
Golgi, incluye desde la aparicion de los granulos proacrosémicos hasta el desarrollo de un
granulo acrosémico hemisférico unido a la envoltura nuclear.

En la segunda o fase de capuchon, la membrana limitante de la vesicula acrosdémica, va
aumentando su superficie de contacto con la envoltura nuclear y forma un delgado pliegue
que se extiende sobre el polo del nicleo, llegando por ultimo a cubrir toda la superficie
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hemisférica anterior en forma de capuchén, el granulo acrosémico mientras tanto
permanece localizado en el polo del nucleo

La tercera o fase acrosémica surge una redistribucién de la sustancia del acrosoma,
condensacién del nucleoplasma y alargamiento de la espermatide. Aunque la mayor
parte del acrosoma permanece localizado en el polo anterior del nicleo, durante esta fase
de la espermiogénesis se va extendiendo gradualmente una delgada capa dentro de la
membrana que constituye el capuchén, hasta que al final coincide en extensién el
acrosoma y el capuchon constituyéndose entonces el capuchoén acrosémico. El que en su
forma definitiva es una estructura en forma de capuchén limitada por una membrana y
gue contiene una sustancia rica en hidratos de carbono y enzimas hidroliticas. El nucleo
de la espermatida se alarga y se aplana durante este periodo, su nucleoplasma es
granular, fino y uniformemente disperso en finas bandas o filamentos, que posteriormente
se acortaran y se engrosaran para formar granulos densos.

En la cuarta o fase de maduracién, ocurren pocos cambios en el acrosoma del
espermatozoide de los primates, pero en otras especies contindan experimentando
cambios y adquieren gradualmente la forma caracteristica de la especie. Los granulos
densos del nucleo condensados se hacen todavia mas gruesos, aumentan su tamario a
expensas de los espacios interpuestos hasta que por ultimo se fusionan y el nucléolo se
transforma en una masa densa y homogénea desprovista de una subestructura
apreciable. Cuando se ha alcanzado el nucleo, toma una forma periforme y aplanada
caracteristica de la cabeza de los espermatozoides. Los errores de la condensacion del
nucleoplasma aparecen como areas blancas de forma y tamafo variable, observables con
el microscopio de luz en forma de vacuolas nucleares.

Mientras estdn en marcha las fases iniciales de la formacién del acrosoma, en el polo
anterior al nucleo, los centriolos emigran al extremo opuesto de la espermatide, aqui el
centriolo distal se orienta perpendicularmente a la superficie de la célula y da origen a un
delgado flagelo que crece hacia afuera a través de una fisura extracelular entra la
espermatide y la célula de Sertoli. A medida que el nicleo inicia su alargamiento y
condensacién, el par de centriolos y la base del flagelo se separan de la superficie y se
aplican al extremo caudal del nucleo. Al mismo tiempo se producen microtibulos
citoplasmaticos que se asocian lateralmente para formar una estructura cilindrica llamada
manguito, que se extiende caudalmente desde una especializacion anular de la
membrana celular localizada en el borde posterior del capuchdn acrosémico. Aunado a la
aparicion del manguito, ocurre un notable alargamiento de la espermatide de tal manera
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que la masa fundamental del citoplasma se desplaza atras del polo caudal del ndcleo
donde rodea a la parte proximal del flagelo.

El flagelo en este momento esta constituido solo por el complejo filamentoso axial o
axonema con dos microtubulos centrales y nueve dobletes periféricos, estos Ultimos son
continuacién de la pared del centriolo distal. El centriolo ésta rodeado por un anillo de
material denso filamentoso o granular. Esta estructura anular era llamada el centriolo
anular, ya que se creia que se originaba por una divisién desigual de uno de los
centriolos. Este anillo laxo esta intimamente asociado con otro anillo denso mas pequefo
que se origina en forma de una especializacion local de la cara interna de la membrana
plasmatica, en el punto en que esta Ultima se refleja desde el cuerpo celular hacia el
flagelo. En la diferenciacion de la cola se forman nueve columnas segmentadas
orientadas longitudinalmente en torno a los centriolos. Estas se unen entre si
proximalmente y en la base del nlcleo para contribuir a la pieza de conexion. Distalmente
los nueve elementos estructurales que forman la pieza de conexién, se relnen en nueve
fibras densas longitudinales que se desarrollan inmediatamente por fuera de los dobletes
del axonema. El centriolo distal y el anillo mayor que previamente lo habia rodeado
desaparecen gradualmente a medida que se van desarrollando la pieza de conexion y las
fibras externas de la cola. El anillo denso mas pequeno fijado a la membrana flagelar
persiste y en el alargamiento de la cola se desplaza distalmente varios micrémetros. A
medida que se mueve el manguito desaparece y las mitocondrias se retinen en torno al
segmento del flagelo situado entre el anillo y el nicleo, y se van disponiendo
helicoidalmente para completar asi la diferenciacién de la pieza intermedia.

Tipos celulares presentes en el testiculo
Células mioides

Uno de los tres tipos de células que se originan de las células que migran desde el
mesonefros a la gbénada masculina son las precusoras de las células mioides
peritubulares. Estas forman una sola capa de células aplanadas que rodean a las células
de Sertoli, las cuales circunscriben los cordones testiculares. Se sugiere que tienen dos
funciones principales: 1) contribuir a la formacién estructural de los cordones del testiculo
en relacion con las células de Sertoli y 2) promover el movimiento de los espermatozoides
maduros a través de la tubulos seminiferos de los testiculos de adultos para la
exportacion hacia las vesiculas seminales, una funcion mediada por su caracter de
musculo liso (Dym y Fawcett, 1971).
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Las células miodes peritubulares representan el Unico tipo celular en el testiculo que hasta
la fecha no se ha identificado de contrapartida en el ovario. Esto puede ser debido a su
origen de migracion de ceélulas del mesonefros, que sélo se lleva a cabo en gbnadas XY
después de la expresién del gen Sry (Capel y col., 1999; Martineau y col., 1997).

Células de Sertoli
La configuracién tridimensional de estas células es extraordinariamente compleja, pero
pueden imaginarse esencialmente cilindricas apoyadas sobre la lamina basal y extendida
hacia arriba a lo largo de todo el espesor del epitelio sobre su superficie libre. De la
porcion axial cilindrica de estas células irradia un sistema complejo de delgadas
prolongaciones laterales, que rodea a las células espermatogénicas y que ocupa todos
los intersticios que existen entre ellas (Gilula y col., 1976).
Al microscopio de luz la parte basal de las células de Sertoli tienen una forma poligonal
muy delineada. Las micrografias electronicas muestran que hay pares de membranas
adosadas en el limite entre las células de Sertoli vecinas y entre estas Ultimas y las
células germinales. El nacleo de las células de Sertoli es por lo general ovoide pero
puede tener uno 0 mas profundos plegamientos en su superficie. Mide aproximadamente
de 9 a 12 um, presenta un nucleoplasma relativamente homogéneo, posee un nucléolo
grande y muy caracteristico, formado por un cuerpo central redondo u oval flanqueado por
dos masas basobfilas redondas. En las micrografias electronicas se confirma la estructura
tripartita de este complejo. El elemento central estd formado por un tipico nucleolonema
organizado en torno a un area central homogénea de densidad relativamente baja.
El citoplasma contiene numerosas mitocondrias alargadas y finas orientadas con
frecuencia paralelamente al eje mayor de la célula, hay numerosas inclusiones lipidicas, el
complejo de Golgi es grande pero no muestra signos morfoldgicos de participacion en
actividades secretoras. El sistema lisosdbmico muestra diversos componentes que van
desde lisosomas primarios esféricos y rodeados de membrana, lisosomas secundarios
densos y pleomérficos, hasta conglomerados grandes e irregulares.
Las células de Sertoli proporcionan apoyo mecanico y proteccién a las células germinales
en desarrollo y participan en su nutricién. Parecen desemperiar también un papel activo
en la liberacion de espermatozoides maduros, nunca se ha observado a las células de
Sertoli en division en el testiculo maduro, son resistentes al calor, a la radiacién ionizante
y a diferentes agentes téxicos.
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Células de Leydig

Las células de Leydig fueron descritas por primera vez por Franz Leydig en 1850 (Leydig,
1850), pero tomé mas de 50 arios antes de que Bouin y Ancel demostraran con animales
criptorquidicos que estas células secretan una hormona que juega un papel esencial en el
establecimiento y mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias masculinas
(Bouin y Ancel, 1903). Las células de Leydig a menudo se encuentran en grupos cerca de
los vasos sanguineos, de acuerdo con su funcion androgénica. En los mamiferos se han
descrito dos tipos de células de Leydig: células de Leydig fetales, que se originan de la
Ultima parte del mesonefros, y son responsables de la produccién de andrégenos para la
masculinizacién del feto (Johnson y Neaves, 1981). En adultos las células de Leydig se
diferencian después del nacimiento y parecen no estar relacionadas con las homoélogas
fetales. Estudios indican que surgen de células precursoras indiferenciadas que forman
parte de las células mesenquimales del intersticio (De Kretser y Kerr, 1994; Hardy y col.,
1993).

Espermatogonias A

Este tipo celular tiene un ndcleo esférico elipsodial con muy pocos granulos de cromatina
y uno o dos nucléolos de forma irregular, adheridos a la cara interna de la envoltura
nuclear. El citoplasma es homogéneo y palido. En algunas espermatogonias de este tipo
el nucleoplasma es oscuro, con una gran vacuola nuclear palidamente tefida (Fawcett,
1994).

La espermatogonias tipo Aund (indiferenciadas), sufren una serie de divisiones mit6ticas
que dan origen a los diferentes tipos celulares; espermatogonias As, Apr y Aal. El primer
tipo celular llamado célula madre o espermatogonia madre; es una espermatogonia
indiferenciada (Aund). Las espermatogonias (As) “single”, la cual se caracteriza por no
tener puentes celulares con otras espermatogonias. Después de la primera division y las
posteriores generaciones permanecen conectadas por puentes intercelulares. El resultado
de la primera division es la diferenciacién de la célula madre a una espermatogonia par
(Apr) “pair”. Las siguientes divisiones de 4, 8 y 16 células se les llama Aal “aligned” o
alineada. Los subsecuentes tipos celulares descritos en ratones y ratas siguen el patron
de las espermatogonias primitivas y se diferencian en espermatogonias A (A1, A2, A3 y
A4) asi como espermatogonias (Aln) intermedias y espermatogonias tipo B, las cuales
dan origen a los espermatocitos primarios en preleptoteno.

23



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

De esta descendencia, algunas permanecen como células madre para futuros ciclos de
renovacién de las espermatogonias y para la espermatocinogénesis.

Después de la division del nucleo (cariocinesis), la divisién de cuerpo celular (citocinesis)
es incompleta y las células hijas permanecen unidas, conectadas por puentes
citoplasmaticos en el lugar donde el surco de division se encuentra con los restos del
huso. Tales puentes aparecen como estructuras transitorias en la mitosis de la células
somaticas, pero en el epitelio seminifero permanecen después de la disolucién del huso
en forma de puentes comunicantes entre las células hijas (Dym y Fawcett, 1971).

Espermatogonias tipo B

Presentan un nlcleo esférico que contiene granulos de cromatina de tamano variado,
muchos de los cuales se distribuyen a lo largo de la envoltura nuclear, el nucléolo Unico
esta situado centralmente y a menudo tienen granulos de cromatina asociados con él
(Dym y Fawcett, 1971). El citoplasma no difiere con el de las espermatogonias tipo A
(Fawcett, 1994).

Espermatocitos primarios

Estas células son muy parecidas al principio por su tamano y caracteristica citolégicas a
las espermatogonias de las cuales se originan, pero a medida que se separan de la
lamina basal del epitelio germinal van acumulando mas citoplasma y se hacen claramente
mayores. Casi inmediatamente después del nacimiento los espermatocitos entran en la
profase de la primera divisibn de maduracién. La cromatina se organiza en cromosomas
filamentosos finos caracteristicos del estadio leptoténico de la meiosis I. Los cromosomas
homélogos que se han duplicado durante la interfase precedente sufren un
emparejamiento intimo durante el estadio zigoténico por medio de la formacion de
complejos sinaptonémicos. A causa de su grosor mayor y de su tincibn mas intensa los
cromosomas emparejados de este estadio aparecen mas claramente dibujados que los
del estadio leptoténico. Cuando se completa el emparejamiento los cromosomas para
formar los bivalentes o tétradas continta el proceso de enrollamiento y acortamiento con
lo que se forman controles cromosémicos mas grueso y mas patentes tipicos del estadio
paquiténico. En esta fase los cromosomas duplicados pueden observarse ya como diadas
o cromatidas hermanas que se mantienen unidas por centrdmeros. Cada elemento
paquiténico esta formado por cuatro cromatidas. Es también en esta fase cuando tiene
lugar la recombinacién en la cual las regiones correspondientes de las cromatidas de los
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cromosomas emparejados se intercambian mutuamente. Durante la fase siguiente, el
estadio diploténico, los cromosomas completan su proceso de acortamiento vy
desaparecen los complejos sinaptonémicos. Estos estadios de la profase meidtica son
extremadamente largos y duran aproximadamente 22 dias. Por esta razon, pueden verse
en los cortes transversales de los tubulos seminiferos un gran nimero de espermatocitos
en los diferentes estadios de la profase. Al final de la profase desaparece la membrana
nuclear, las tétradas o bivalentes se disponen en la placa ecuatorial de la metafase |. En
la anafase | los centrdmeros de cada par homélogo se desplazan hacia los polos
opuestos del espermatocito llevando con ellos a ambas cromatidas (diadas). Esto es
completamente distinto de lo que ocurre en la mitosis durante la cual los cromosomas
duplicados se alinearan en la placa ecuatorial y los centrémeros se dividen enviando una
copia de cada cromosoma a cada uno de los polos opuestos. Los cromosomas que se
separan en la meiosis son también singulares por el hecho de que difieren tanto de los
cromosomas maternos como de los paternos en razén de los intercambios que han tenido
lugar durante la recombinacién. La anafase | y la telofase | se terminan rapidamente con
lo que resulta la formacién de espermatocitos secundarios.

Espermatocitos secundarios

Los espermatocitos secundarios contienen solo la mitad del nimero de cromosomas
presentes al principio. Puesto que los cromosomas estan duplicados, los espermatocitos
secundarios permanecen en la interfase muy poco tiempo por eso se les encuentra solo
raras veces en los cortes de los tubulos seminiferos. Los espermatocitos secundarios
realizan rapidamente la segunda fase de la divisibn meiética con una breve profase II,
seguida de una metafase Il en la que los cromosomas se alinean en la placa ecuatorial.
La anafase Il se diferencia de a la anafase | en que los centrémeros se dividen tal como
ocurre en la mitosis y permite asi que las cromatidas hermanas se desplacen cada una
hacia los polos opuestos. Al terminar la meiosis en la telofase Il se forman espermatides
que tienen una dotacién haploide de cromosoma.

Espermatides

Cada espermatide es relativamente pequena esférica o poligonal que resulta de la division
de los espermatocitos secundarios, tienen un nucleo de 5 a 6 um de diametro, de
cromatina finamente granular y tenida palidamente. Puede verse un pequerio aparato de
Golgi en su citoplasma yuxtanuclear (Dym y Fawcett, 1971).
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Espermatozoide

El espermatozoide maduro es una célula activamente moévil que nada libremente y que
esta constituida por una cabeza que contiene el nlcleo dotado de los rasgos genéticos
que el padre podra transmitir a su descendencia y una cola o flagelo que le proporciona la
motilidad que ayuda al traslado del espermatozoide hasta el lugar de fecundacién y que
se asegura que se oriente adecuadamente para penetrar las cubiertas del ovocito.

El acrosoma es un organelo de forma de capuchén envuelto en una membrana que se
adapta estrechamente a los contornos de la parte anterior aguda del nucleo del
espermatozoide. La membrana acrosémica interna la que esta adherida a la envoltura
nuclear continua en el margen posterior al capuchdén con la membrana acrosémica
externa. Las dos membranas corren paralelamente y rodean una cavidad estrecha que
esta ocupada por un material amorfo y homogéneo el contenido acrosémico rico en
enzimas. El nicleo del espermatozoide maduro de los mamiferos es normalmente denso
y homogéneo en las micrografias electrénicas.

El cuello: esta por detrds de la cabeza, esta es la pieza de conexién. Esta tiene un denso
capitel adaptado a la fosa de implantacion a la que esta adherida. Extendiéndose hacia
atras a partir de este capitel hay nueve columnas segmentadas de 1 a 1.5 um de largo
que se contindan en sus extremos caudales con las nueve fibras externas densas del
flagelo del esperma. En el interior de la pieza de conexién inmediatamente por debajo de
la superficie articular del capitel hay un centriolo proximal orientado transversalmente. Los
tripletes de microtibulos de la pared centriolar estan incluidos en grado variable en el
material denso que compone la superficie articular y las columnas segmentadas de la
pieza de conexion. Falta de ordinario en los espermatozoides maduros el centriolo distal
orientado segun el eje del flagelo del esperma, pero residuos de sus nueve ftripletes
pueden estar unidos a la cara interna de las columnas segmentadas. El par central de
microtubulos del axonema flagelar puede llegar por delante hasta el interior de la pieza de
conexién incluso hasta el centriolo proximal. En la regién del cuello y por fuera de la pieza
de conexidén pueden encontrarse una o dos mitocondrias orientadas longitudinalmente
que a veces emiten unas prolongaciones que se extienden entre las columnas
segmentadas.

La pieza intermedia: En el eje del flagelo esta el axonema formado por dos microtubulos
centrales Unicos rodeados por nueve dobletes regularmente distribuidos que forman un
conjunto llamado ordinariamente en la formula (9+2). Este complejo microtubular se
extiende sin cambios significativos en su estructura a lo largo de toda la cola desde el
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cuello hasta cerca de la punta de la pieza terminal. El flagelo de los espermas se
diferencia de otros flagelos porque su axonema (nueve pares de microtlbulos periféricos
y un par central) rodeado por la fibras externas densas (9 cilindros proteicos uno por cada
doblete) que intervienen en el movimiento del flagelo. La pieza intermedia se caracteriza
por una vaina mitocondrial orientada circularmente y dispuestas extremo con extremo
para formar una espiral cerrada.

La pieza principal: Esta mide unos 45 um de longitudinal y es de 0.5 um de grosor en la
base pero se ve adelgazado progresivamente hacia la pieza terminal. Tienen una vaina
fibrosa muy caracteristica: cuando se le estudia con el microscopio electrénico, esta vaina
aparece constituida por dos columnas continuas ventral y dorsal, conectadas por unas
costillas espaciadas regularmente que se extiende circularmente por cada mitad de la
vaina y se continua por sus extremos con las columnas longitudinalmente: en los cortes
transversales de la pieza principal se aprecia que las fibras externas densas 3 y 8
terminan a corta distancia un poco mas alla del anillo. A partir de su terminacion se
alargan los bordes internos aguzados de las columnas ventral y dorsal de la vaina para
ocupar la posicion de estas fibras y se unen a un reborde que sobresale radialmente de
los dobletes 3 y 8 del axonema.

La pieza terminal: La vaina fibrosa termina repetidamente a unos 5 a 7 um del extremo del
flagelo. La porcion terminal mas alld de este punto estd formada por el axonema
recubierto solo por la membrana flagelar.
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3) GENERALIDADES DE MURCIELAGOS

Artibeus jamaicensis Orden: Chiroptera

Suborden: Microchiroptera
Superfamilia: Phillostomoidea
Familia: Phyllostomidae
Subfamilia: Stenodermatinae
Género: Artibeus

Subgénero: Artibeus

Especie: Artibeus jamaicensis
(Leach, 1821)
Murciélago zapotero

Caracteristicas generales:

Es una especie frugivora, se considera un murciélago de tamano mediano con una
variacion morfolégica considerable. La diferencia mas notable de A. jamaicensis es
poseer dos lineas faciales blancas y tenues, el dorso es de color grisdceo y el vientre
palido marrdon (Jones, 1978). En general, las orejas son anchas y triangulares en la
punta. La hoja nasal esta bien desarrollada con un grupo de glandulas sebaceas
(Dalquest y col., 1952). El labio inferior tiene una verruga central con pequenas verrugas
alrededor. La longitud del antebrazo de 52-67.4 mm, las alas son anchas y de color gris
oscuro.

El craneo de A. jamaicensis es corto y robusto con importantes procesos preorbital y
postorbital, la cresta sagital es moderadamente desarrollada; porcién posterior del hueso
temporal es cdncava con impresiones musculares; incisivo superior interno es pequeno,
los dientes molares son fuertes con grandes superficies de trituracion (Davis, 1970;
Goodwin y Greenhall, 1961).

Medidas somaticas:
Los rangos de las medidas en mm, son: 78-89; longitud de pata trasera 16-18 mm,;
longitud de la oreja, 20-27 ; longitud del antebrazo, de herradura, 8.7-9.0; longitud del
craneo el 26,2-31,6; longitud céndilobasal 27.8-30.0; ancho cigomatico 16.2-20.6,
constriccion postorbital, 6.7-7.3; amplitud de la caja craneana 12.0-12.9; profundidad de
craneo 9.1-10.3; anchura mastoidea 13.9-14.7, extensién de los maxilares postpalatal
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longitud 7.7-8.7, longitud del paladar 8.8-11.0; longitud por anchura postpalatal 7.7-8.7,
longitud del paladar 8.8-11.0 (Handley 1966; Jones, 1978; Genoways 1979 y Hall, 1981).

Habitat y Distribucion:

Se distribuye en México desde Sinaloa a Tamaulipas, hacia el sur va desde Ecuador,
Venezuela, Trinidad, Tobago, Antillas Mayores y Menores, Cayos de Florida y Brasil y en
el noroeste de Argentina (Fig. 4) (Mares y col.,1981; Myers y Wetzel, 1983; Redford y
Eisenberg, 1992 ). Se distribuye desde el nivel del mar hasta los 2.135 m (Eisenberg
1989; Tamsitt 1966). Su habitat es tropical: bosques lluviosos, bosque de niebla y
bosques arbustivos. Este se refugia en troncos huecos, cuevas, en el follaje de los arboles
pero también se ha encontrado en carpas construidas en hojas de Araceae y palmas.

|
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Figura 4. Distribucién geografica de Artibeus jamaicensis (Ortega y Castro-Arellano, 2001).

Alimentacion:
Como todos los murciélagos neotropicales, este es nocturno. Se alimenta de frutas, entre
las cuales incluye higos (Ficus), guarumos (Cecropia sp.), guayabas (Psidium guajaba),
papaya (Carica papaya), zapotes y platanos. En épocas en que estos son dificiles de
conseguir también puede alimentarse de néctar, polen, hojas, flores e insectos. Durante
las noches puede volar entre 10 y 15 kildbmetros en busca de alimento.

Patrén reproductivo
Tiene un patrén de reproduccién bimodal poliéstrico, con picos de produccién de crias,
probablemente relacionados con la disponibilidad de frutas (Heithaus y col., 1975). Cada
hembra tiene dos periodos de celo posparto y produce anualmente una cria o, en raras
ocasiones gemelos (Barlow y Tamsitt, 1968) en cada parto. El pico de cria se produce al
final de la temporada de lluvias y el parto se produce durante los meses secos. En la
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época de reproduccién, las hembras pueden mostrar retraso en el desarrollo embrionario
(periodo de 2,5 meses), y las crias son nacidas en el siguiente periodo de cria (Fleming,
1971). Artibeus jamaicensis en México presentan crias durante todo el afno, muchas
hembras lactantes han sido capturados con embriones en diferentes momentos del afo
(Hall y Dalquest 1963; Jones y col. 1972, 1973). La gestaciéon normal es de 3.5 a 4 meses,
pero puede extenderse a 7 meses con retraso en el desarrollo embrionario (Wilson y col.,
1991). Los embriones alcanzan el estadio de blastocisto antes de entrar en el Gtero. La
implantacion es intersticial y la placenta es discoidal y hemocorial (Bleier, 1979). Al final
de la gestacion, la masa de una hembra prefada es 35% mas que de una hembra no
prefada (Keasty Handley, 1991).

Los espermatozoides de A. jamaicensis se asemejan a los de Glossophaga soricina en la
morfologia y el tamafo. Cada espermatozoide tiene una pequena y redondeada cabeza
casi circular de 4.28 a 4.65 um, longitud y de ancho 3.16 y 3.44 um; longitud del
acrosoma 2.51 a 2.98 um; longitud nuclear 3.35 a 4.00. Carece de cuello, la pieza media
es relativamente corta y se estrecha gradualmente hacia la cola que es de 8.23 a 8.32
um. La longitud de los testiculos es de 3.5 a 10.0 mm. (Forman y Genoways, 1979).

Estatus de conservacion:
La longevidad maxima del murciélago de la fruta A. jamaicensis es de 9 anos (Gardner y
col. 1991). Este murciélago no esta en ninguna lista de la conservacion (Arita y Ceballos,
1997). La mayoria de los informes lo consideran como comun a abundante en habitats
perturbados y sin molestias a lo largo de su distribucion (Fenton y col., 1992). Artibeus |.
se considera destructivo para los cultivos de frutas en algunas regiones (Goodwin, 1970).
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Figura 5. Escala de conservacién Artibeus jamaicensis.
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Sturnira lilium

Orden: Chiroptera

Suborden: Microchiroptera
Superfamilia: Phillostomoidea
Familia: Phyllostomidae
Subfamilia: Stenodermatinae
Género: Sturnira

Subgénero: Sturnira

Especie: Sturnira lilium
(Geoffroy, 1810)

Murciélago de charreteras

Caracteristicas generales:

Es una especie frugivora, considerada de tamano medio de 62 a 65 mm de longitud;
antebrazo de 36.6 a 45 mm (Hall, 1981). La membrana interfemoral es reducida y con
flecos de pelo, la hoja nasal es corta y amplia, las orejas son pequenas y se caracteriza
por tener el dorso de gris oscuro a marrdn rojizo, la cabeza, cuello y hombros son mas
amarillentos; los pelos son bicolores con puntas color marrén oscuro y el fondo
amarillento. El vientre es mas palido que el dorso y el patagio es de color marron. El
uropatagio es reducido con pelo abundante y se presenta al borde interior de las
extremidades posteriores. Las patas son musculosas, bastante peludas sobre el borde
interno y escasamente velludas sobre las rodillas y la membrana alar, contigua. Los
antebrazos son tenuemente velludos en las superficies superior e inferior.

La mayoria de los machos poseen en los hombros glandulas que producen un
caracteristico color amarillento o rojizo manchado, que aparecen como charreteras. Las
glandulas de los machos tienen un fuerte y dulce olor almizclado que puedan tener alguna
funcién cuando los individuos estan reproductivamente activos. La presencia o ausencia
de estas glandulas puede ser correlacionado con la madurez reproductiva, estado

reproductivo, o la temporada de cria, y son generalmente ausentes en los juveniles.

Habitat y Distribucion:
Sturnira lilium, habita en bosques y selvas tropicales de tipo caducifolio y siempre verdes,
ademas de comunidades vegetales propias de zonas aridas y por lo general seleccionan
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areas abiertas, también habita en cuevas, tuneles y puentes. Estd ampliamente
distribuido, va desde el noroeste de México (Sonora) a través de Centroamérica hacia
Ameérica del Sur, al norte de Argentina y Uruguay, también en las Antillas Menores al norte
de Dominica y en Trinidad. De las seis subespecies reconocidas, cuatro estan aisladas
geograficamente en las Antillas Pequenas. S. lilium tiene una amplia distribucién, que se
produce en Trinidad y se conoce en todas las naciones de América del Sur, excepto en
Chile. En México es de distribucién amplia, esta presente en la vertiente Pacifico desde
Sinaloa hasta Chiapas y por la vertiente del Golfo de México desde Tamaulipas hasta la
peninsula de Yucatan (Fig. 6).
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Figura 6. Distribucién geografica de S. lilium (Hall, 1981 and Koopman, 1982).

Alimentacion:

Sturnira lilium se alimenta de una gran variedad de frutas, asi como de insectos y polen,
sin embargo dietas especificas no han sido bien documentadas (Gardner, 1977). Se
alimenta de Solanaceas, Piperaceas y Moraceas, siendo probablemente el murciélago
mas oportunista, ya que se alimenta de lo que esta disponible en el momento, por ejemplo
en Argentina se alimentan de la fruta de la palmera (Phoenix) y se siente muy atraidos
por los platanos (Musa Villa-R. y col. 1969, 1971) y en Sonora por los higos silvestres
(Ficus) (Cockrum, 1963). Ruschi (1953) reporto par Yucatan una dieta rica en frutas y en
insectos.

Patrén reproductor:

Este murciélago exhibe un patrén reproductivo poliestro bimodal (Fleming y col., 1972),
que reproduce dos veces al ano, una vez en la estacién seca y otra en la temporada de
lluvias. También hay un patron bimodal de picos de embarazo y la lactancia, pero el
embarazo se ha registrado en todos los meses del afio (Nowak, 1991). Se han reportado

32



Identificacién de células progenitoras de espermatocitos en dos especies de murciélagos filostémidos: Sturnira
lilium y Artibeus jamaicensis.

Zacaula Juarez Noé

picos de actividad reproductiva en tres periodos durante todo el afo, generalmente de
febrero hasta junio, octubre y diciembre (Fleming y col., 1972). La longitud exacta de la
gestacidén se desconoce, en otros filostdmidos la duracién es de cuatro a siete meses
(Grzimek, 1990). Las hembras dan a luz una cria, pero los nacimientos se producen dos
veces al ano, una vez hacia el final de la estacion seca y una vez en la temporada de
lluvias de mediana a tardia (Stoner, 2001). Los bidlogos debaten si este patron estacional
de parto se desencadena por la disponibilidad de alimentos o sefiales de temperatura
(Mello y col., 2008). Las crias nacen con gran desarrollo de las extremidades traseras, los
o0jos abiertos. Se tarda 5 a 20 semanas para destetar a los jovenes. Filostomidos jovenes
tienden a ser independientes 1 mes después del nacimiento. Los jovenes alcanzan la
madurez sexual o reproductiva a los 8-11 meses de edad (Fleming y col. 1972; Gannon y
col., 1989).

Los espermatozoides de S. lilium poseen grandes cabezas son relativamente estrechos y
ovalados. El acrosoma es grande, simétrico, y mas corto que el nucleo. El nucleo es
ovalado y el apice ampliamente redondeado, la base es muy estrecha. (Forman y
Genoways, 1979).

Estatus de conservacion:
Sturnira lilium es un murciélago que tolera y adapta a la deforestacion en comparacion
con otras especies. Es la especie de murciélagos mas abundante en areas de barbecho.
La deforestacion es una preocupacion, sin embargo, debido a su preferencia por posarse
en gran diametro (Evelyn y Stiles, 2003), en cambio este murciélago no esta en la Lista
Roja de la IUCN (the red list of threatened species), EE.UU.
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Figura 7. Escala de conservacion de Sturnira lilium.
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IV. JUSTIFICACION
Los procesos de espermatogénesis y espermiogénesis se encuentran bien caracterizados
en la mayoria de los mamiferos como eventos continuos y sincronizados. Sin embargo, en
algunas especies como los murciélagos, las adaptaciones al medio ambiente han llevado
a modificaciones en la conducta reproductiva y por ende a cambios en la fisiologia

testicular.

V. HIPOTESIS
En base al conocimiento de los procesos reproductivos descritos para algunos mamiferos
como el humano, el ratén y la rata. Y su semejanza con los murciélagos filostémidos, se
espera que haya un proceso de auto renovacién de la linea germinal del epitelio
seminifero de los testiculos de machos adultos de Artibeus jamaicensis'y Sturnira lilium.

VI. OBJETIVOS :
a) Objetivo general:
Identificar los diferentes tipos celulares que conforman el ciclo del epitelio seminifero de
las dos especies de murciélagos.

b) Objetivos particulares:
i) Analizar la presencia de células progenitoras de espermatocitos (espermatogonias), en

el testiculo de murciélagos adultos.

ii) Determinar por inmunofluorescencia la presencia de células progenitoras de
espermatocitos empleando marcadores descritos para ellas en otros mamiferos (C-KIT,
OCT-4 y VASA).

iii) Analizar la proliferacion de las células progenitoras detectando las actividades:

mitdtica y meidtica, con los marcadores H3 y SCP1, respectivamente.

iv) Examinar la reactividad y especificidad de los anticuerpos contra C-KIT, OCT-4, VASA,
WT-1y H3 por “Western blot” en las dos especies de murciélagos.
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Vi) MATERIAL Y METODOS

1) Colecta
La colecta de los machos adultos de Artibeus jamaicensisy Sturnira lilium, se llevé a
cabo en el Municipio de Yautepec, Morelos, cuya localizacién geografica es 18°
55'53"" de latitud norte y 99°017°15"" de longitud con una altura a nivel del mar de

1,282 metros.
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Figura 8. Localizacion geogréfica del estado de Morelos, municipio de Yautepec.

Esta localidad tiene una temperatura anual promedio de 21.7°C. La precipitacién pluvial
promedio anual es de 945.7 milimetros. La flora esta constituida principalmente por: selva
baja caducifolia, de clima calido, jacaranda, tabachin, casahuate, ceiba y bugambilia. La
fauna la constituyen: venado cola blanca, jabali de collar, mapache, tejon, zorrillo,
armadillo, liebre, conejo comuan, coyote, gato montés, comadreja, cacomixtle, tlacuache y
murciélago, pajaro bandera, chachalaca, urraca copetona, zopilote, aura, cuervos,
lechuza y aves canoras y de ornato. (http://yautepecmorelos.mx.tripod.com).

Para su colecta se utilizaron redes niebla, que fueron colocadas entre la vegetacion,
cauces de rios y brechas. Y con la autorizaciéon otorgada por la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SGPA/DGVS/04141/07).

Figura 9. Puntos de colecta A) En el cauce del rio. B) Colecta con redes de niebla.
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Posteriormente los murciélagos fueron transportados al Instituto de Biologia donde eran
mantenidos en cautiverio en jaulas en el bioterio del Departamento de Zoologia. Los
murciélagos eran alimentados con frutas tropicales como papaya, platano, mango vy
manzana e hidratados con agua. La temperatura del lugar se mantuvo dentro de un
intervalo que oscilo entre 25-31°C y una humedad relativa del alrededor 60%.

Figura 10. Cautiverio de murciélagos. (A) Jaulas, (B) Machos Sturnira lilium, (C) Machos A.

Jamaicensis.

2) Sacrificio

Se realizaron 7 colectas entre los meses de marzo y octubre de 2009, en los cuales se
colecto un total de 29 organismos de los cuales 15 fueron de Sturnira lilium y 14 de
Artibeus jamaicensis. Posteriormente los murciélagos fueron sacrificados en el
laboratorio. Cada uno de los cuales fueron inyectados con pentobarbital sédico (20 g./ml)
para poderles realizar una perfusién con PBS y paraformaldehido al 4% via ventriculo
izquierdo y asi poder fijar el tracto reproductivo, el cual fue extraido y mantenido en una
solucion PBS 1x para su posterior estudio.

— "I \

Figura 11. A) Material de diseccién B) diseccién del murciélago C) extraccion de la muestra.
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3) Morfometria testicular macroestructural.

Se establecid el estado reproductivo: activo de los machos adultos de Artibeus
jamaicensis y Sturnira lilium basados en el tamafo testicular y la espermatogénesis
completa.
Para la caracterizacion morfométrica macroestructural se tomé en cuenta el peso de los
organismos, el tamano del antebrazo asi como el tamafo de los testiculos de ambas
especies.

4) Morfometria testicular microestructural.

Para la caracterizaciébn morfométrica microestructural, se describié el ciclo del epitelio
seminifero y se identificaron los subtipos celulares de espermatogonias madre en ambas
especies, se realiz6 el analisis de los tejidos a nivel de microscopia de luz, los testiculos
previamente extraidos se fijaron por 2 horas en una solucion de Karnovsky (Karnovsky,
1965) sin calcio (pH 7.4), y se colocaron en una solucién amortiguadora de cacodilato de
sodio por 1 hora, se postfijaron con tetréxido de osmio (OsO,) al 1% en amortiguador de
Zetterquist (Zetterqvist, 1956), posteriormente se deshidrataron en alcoholes 70%, 80%,
90%, 96%, 100% (2) durante 10 minutos, en seguida se colocaron 2 veces en acetonitrilo
por 20 minutos, después se colocaron en una mezcla 1:1 y 2:1 de epoén:acetonitrilo por 1
hora. Y finalmente se incluyeron en ep6n 812, se realizaron cortes transversales entre 1.5
y 2 um en un ultra micrétomo Leica EM y se tifieron con azul de toluidina para su analisis

se tomaron imégenes con Axiocam de axio visidbn R 4.6 de Zeiss axioskop.

Figura 12. A) Procesamiento de la muestra para microscopia de alta resolucién B) muestras

incluidas en epdén 812. C) cortes al Ultra micré6tomo y tincién con azul de toluidina.
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Finalmente se analizaron las imagenes para la identificacién de las células progenitoras
de espermatocitos y para describir el ciclo del epitelio seminifero. Se identificaron los
diferentes tipos y etapas del desarrollo celular que conforman el epitelio: células de
Sertoli, espermatogonias, espermatocitos, espermatides y espermatozoides. Se
examinaron un total de 20 tdbulos seminiferos por especie, los cuales se eligieron por ser
de forma redonda en diferentes cortes, mismos que se les midi6 el didmetro, se cont6 el
namero de células de cada tipo, presentes en los tubulos seminiferos de ambas especies
con la ayuda del software UTHSCSA Image Tool V. 2.01 ALPHA de la Universidad de

Texas Health Science Center en San Antonio.

5) Inmunohistoquimica

Para la deteccién de la presencia de células progenitoras de espermatocitos se utilizaron
los marcadores policlonales descritos para otros mamiferos (C-KIT, OCT-4, y VASA), para
el analisis de la actividad proliferativa de estas células se detecté la actividad mitética y
meidtica con los marcadores H3 y SCP1 respectivamente. También se utiliz6 Wt-1 que es
un factor de transcripcion en la determinacion y diferenciaciéon sexual. Y MIS como un
factor de crecimiento y diferenciacion sexual. Los marcadores fueron localizados
mediante la expresiéon de la proteina de estos factores por inmunofluorescencia. Para
esto, los testiculos de S. lilium y A. jamaicensis se fijaron en una solucion de
paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 20 minutos y se incubaron toda
la noche en una solucién amortiguadora de sacarosa a 4 °C. Posteriormente se
incluyeron en capsulas been con TISSUE TEK y se cortaron al criostato secciones de 10-
12 um de grosor de cada una de las muestras, mismas que se trataron con tritén X-100 al
1% en PBS por 10 min, se lavaron con PBS y se bloquearon con albumina al 1% en PBS
durante 2 h. Los cortes fueron incubados con los anticuerpos primarios, anti: C-KIT
dilucién 1: 200, OCT-4 1: 250, VASA 1: 500, MIS 1: 250, WT-1 1: 100, SCP1 1: 250 y H3
1: 200 durante toda la noche. Después se hicieron 4 lavados con PBS y se bloquearon
nuevamente con albumina por 15 minutos y posteriormente fueron incubados con
anticuerpos secundarios marcados con un fluoréforo (CY5, RODAMINA y FITC) vy
especificos para cada anticuerpo primario durante 1 hora. Finalmente se hicieron lavados
con PBS. Los cortes se montaron con una solucién (Dako) en porta objetos con poli L-
lisina y finalmente fueron observados al microscopio confocal (LSM 5 Pascal, Zeiss)
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equipado con laser de Argon-Krypton y Helium-Neon, vy filtros BP 450-490 y 546/12
(rodamina-Cy3) y LP 650 (Cy5).

Figura 13. A) Inclusion de las muestras en “tissue tek”. B) Cortes de las muestras al

criostato C) Laminillas al vacio. D) Laminillas incubadas con anticuerpos.

6) Tincion Coomasie.

Para la identificacion de las proteinas, se realizd un perfil electroforético. Para lo cual se
hizo la extraccién de proteinas a ambos testiculos de cada especie. Los testiculos fueron
macerados a - 4 °C con 100 pl de amortiguador RIPA y 5 pul de inhibidores de proteasas,
posteriormente se incubaron 20 minutos en hielo, inmediatamente se centrifugé por 15
minutos a 12000 rpm y se obtuvo el sobrenadante y el precipitado. Después se realiz6 la
electroforesis en geles de poliacrilamida-bisacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al
75 % y 15 % respectivamente (Laemmli, 1970). Se corri6 a 120 Volts
aproximadamente por 2 horas. Posteriormente se realiz6 la tincion del gel con azul
Coomasie, durante 30 minutos. Y finalmente se usd una solucion destefidora para poder
observar las proteinas de interés.

7) “Western blot”

Se realizaron los “blots” para determinar la especificidad y reactividad de los anticuerpos
policlonales para C-KIT, OCT-4, VASA, WT-1 y H3.

Se realizé la extraccién de proteinas a los testiculos de 3 organismos de cada especie,
ambos testiculos fueron macerados a - 4 °C con 100 pyl de bufer RIPA y 5 ul de

inhibidores de proteasas, posteriormente se incubaron 20 minutos en hielo,
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inmediatamente se centrifugd por 15 minutos a 12000 revoluciones y finalmente se
obtuvo el sobrenadante y el precipitado. Las proteinas fueron cuantificadas por el método
de Lowry modificado. Después se realiz6 la electroforesis en geles de poliacrilamida-
bisacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al 7.5 % (C-KIT, OCT-4, VASA) y 15 % (WT-
1 y H3) respectivamente y de acuerdo a Laemmli, 1970. Se corri6 a 120 Volts
aproximadamente por 2 horas.

Se transfiri6 en membranas PVDF con la ayuda del “transblot” a 400 mA por 40 minutos,
las membranas fueron bloqueadas con PBS BSA al 3 % e incubadas toda la noche con
anticuerpos primarios (C-KIT, OCT-4, VASA, WT-1 y H3) respectivamente.
Posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS tween y un lavado con PBS 1x cada uno
de 5 minutos para que se pudieran incubar con anticuerpo secundario anticonejo por 1
hora, después se realizaron 2 lavados con PBS tween y un lavado con PBS 1x para su
revelado con tetracloruro de diaminobenzidina (DAB) y se detuvo la reaccién con agua.

Figura 14. A) Electroforesis B) Transferencia a membranas PVDF C) incubacién con
anticuerpos D) revelado con DAB.
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Vill) RESULTADOS

1) Morfologia macroestructural del testiculo de Artibeus jamaicensis.

De un total de 14 machos adultos de Artibeus jamaicensis se caracterizd los aspectos
generales en la morfologia macroestructural y se determiné su estado reproductivo activo:
los testiculos se encontraron localizados en la base del pene (A), por otra parte en el

estado inactivo se encontraron inguinales.

10

=

il

Figura 15. Morfologia general de Artibeus jamaicensis. A) Estado reproductivo activo B)

Testiculo extraido posterior a la perfusién.

Respecto al peso de los organismos, estos presentaron un intervalo de 31.4 - 48.03 g. con
un promedio de 36.15 gramos y en la longitud del antebrazo mostré un intervalo de 5.2
cm — 5.6 cm. y con un promedio de 5.3 centimetros e independientes a su estado
reproductivo (Oliveira y col. 2009). En cambio el tamano promedio de los testiculos fue de
0.5 cm. Y el didmetro promedio de los tubulos seminiferos fue de 123 um estimado con

Image tool V2.01.

Caracteristicas generales de Artibeus
jamaicensis.
123 ym
36.154.
Tamafio testicular Peso de Artibeus Didmetro de los tibulos
jamaicensis seminiferos

Figura 16. Caracteristicas generales de los organismos colectados de Artibeus jamaicensis. Peso
promedio de 36. 15 gramos. B) tamano promedio de los testiculos 0.5 cm. C) diametro de los

tdbulos seminiferos de 123 um.
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2) Morfologia microestructural del testiculo de Artibeus jamaicensis.

Entre los aspectos generales de la morfologia microestructural podemos apreciar un
patrén tipico en el arreglo del epitelio seminifero de mamiferos como el ratén y la rata. En
Artibeus jamaicensis, esta conformado por tibulos seminiferos (t), que estan rodeados
por una lamina propia 6 membrana basal (MB) que consta de dos hojas interna y externa
con fibras de colagena, asi como las asociaciones celulares de la linea germinal
espermatogonias (SG) (tipo A, intermedias y tipo B), espermatocitos primarios,
secundarios, espermatides redondas (ESr), elongadas y espermatozoides (EZ) en el
lumen del tubulo. Por otra parte la linea somética esta caracterizada por las células de
Sertoli que sirven de soporte, nutricibn y forman la barrera hematotesticular. En el
intersticio se observan células de Leydig (LC), figura 17.

Figura 17. Microfotografia de testiculo de Artibeus jamaicensis tefiidas con azul de toluidina. (A)
Corte semi-fino a una amplificacion de 10X, donde se observan los tdbulos seminiferos (t), el lumen
del tabulo (L). B) Amplificaciéon a 40X, donde se localizan las células de Sertoli (S) en la membrana
basal (MB) del tubulo. Espermatocitos en paquiteno (P) y espermatides alargadas en diferentes
etapas de desarrollo (ES). C) A una amplificacién de 40X, se observan espermatogonias (SG),
espermatides redondas en diferentes etapas de la formacion acrosomal (ESr) y células de Leydig
(L.C.) en el intersticio.

a) Cuantificacion de los diferentes tipos celulares encontrados en el epitelio
seminifero de Artibeus jamaicensis.

Con base a lo establecido en el ciclo del epitelio seminifero de la rata (Clermont, 1972) y
al diagrama ilustrado descrito por Dym y Clermont en 1970, sobre el ciclo de la rata el
cual comprende de XIV etapas y 19 estadios de la espermiogénesis. Se realizé el conteo
de los diferentes tipos celulares que se encuentran en el epitelio seminifero de Artibeus
jamaicensis se identificaron: celulas de Sertoli, espermatogonias, espermatocitos
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primarios, secundandarios; espermatides redondas, alargadas y espermatozoides en el
lumen tubular, (figura 18). Se examinaron un total de 20 tubulos seminiferos, los cuales
se eligieron por ser de forma redonda en diferentes cortes, se contd el nimero de células
presentes para cada tipo en los tibulos seminiferos con la ayuda del software UTHSCSA
Image Tool V. 2.01 ALPHA de la Universidad de Texas Health Science Center en San
Antonio.

Conteo de células del epitelio
seminifero de Artibeus jamaicensis

450
400

350 m Sertoli

300 )
M espermatogonias
250 o
M espermatocitos
200 I
150 ~ mespermatides
100 | espermatozoides
', j —
0 - L

Figura 18. Numero de células encontradas en 20 tabulos del epitelio seminifero de Artibeus

Numero de células

Jamaicensis.

b) Identificacion de espermatogonias en Artibeus jamaicensis.

La descripcion de las espermatogonias se realizd con base a las caracteristicas nucleares
de las espermatogonias de raton y rata de acuerdo a lo descrito por: Chiarini y Meistrich
en 2008 y Chiarini y Russell en 2001.

Las espermatogonias inician el proceso de espermatogénesis, mediante divisiones
mitoticas. Para lo cual se describieron los diferentes tipos celulares; el primer tipo celular
llamado célula madre o espermatogonia madre; es una espermatogonia indiferenciada
(Aund), las cuales se clasificaron como (As) “single” por no tener puentes celulares con
otras espermatogonias. Después de la primera divisidn y las posteriores generaciones
permanecen conectadas por puentes intercelulares. El resultado de la primera divisién es
la diferenciaciéon de la célula madre a una espermatogonia par (Apr). Las siguientes
divisiones de 4, 8 y 16 células se les llama Aal “aligned” o alineada. Los subsecuentes
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tipos celulares descritos en ratones y ratas siguen el patrén de las espermatogonias
primitivas y se diferencian en espermatogonias A (A1, A2, A3 y A4) asi como
espermatogonias (Aln) intermedias y espermatogonias tipo B. Que daran paso al proceso
de espermatogénesis con la formacién de espermatocitos primarios, secundarios,

espermatides redondas, alargadas y finalmente a la formacién de espermatozoides.

Espermatogonias indiferenciadas (Aund).
Las espermatogonias indiferenciadas As, Apr y Aal, originaran a las espermatogonias A1,
que presentan diferentes morfologias (figura 19). Las espermatogonias Apr tienen un
ndcleo pronunciado con forma ovalada de un aspecto moteado que le da la
heterocromatina y eucromatina. Tiene uno o dos nucléolos. Las espermatogonias Aal se
tienen un ndcleo con forma ovalada. La heterocromatina y la eucromatina se encuentran

en todo el nicleo dandole un aspecto moteado.

Figura 19. Espermatogonias indiferenciadas de Artibeus jamaicensis. A) espermatogonia Apar (Apr).

B) Espermatogonia Aal y célula de Sertoli (S) en la base del tubulo a 40x.

Espermatogonia A1.
Las espermatogonias A1 tienen un ndcleo largo y oval, ligeramente mas redondo que las
espermatogonias indiferenciadas. Presenta 3 nucléolos muy tefidos, figura 20.

Figura 20. Espermatogonia A1, la cual presenta 3 nucléolos (Nu), a 40x.
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Espermatogonia A2.
Las espermatogonias A2 tienen un nudcleo oval que presenta pequefos cumulos de
heterocromatina en un 10 %. El nucléolo es pequefio y compacto. La eucromatina es

finamente moteada en el ndcleo (figura 21).

Figura 21. Espermatogonia A2 donde se muestran los cimulos de heterocromatina (H) en la

envoltura nuclear, a 40x.

Espermatogonia A3.
Las espermatogonias A3 presentan un nucleo mas redondeado y alrededor de un 25 %
de la envoltura nuclear se encuentra bordeada por heterocromatina. La eucromatina

presenta un ligero incremento que le da un aspecto moteado al nucleo (figura 22).

Figura 22. Espermatogonia A3 en la base del tibulo seminifero, a 40x.

Espermatogonia A4.
Las espermatogonias A4 tienen un nucleo de forma oval a redonda que presentan hasta
un 70 % mas de heterocromatina. La eucromatina es similar que en A3. Se pueden
observar mas de 3 nucléolos (figura 23).
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Figura 23. Espermatogonia A4 donde se muestran los cimulos de heterocromatina en la envoltura

nuclear, a 40x.

Espermatogonia intermedia (In).
Las espermatogonias Intermedias (In) tienen un nucleo con forma oval. Uno o dos
nucléolos compactos. La heterocromatina bordea al nacleo en un 70 a 100 %. El area de

la eucromatina es ligeramente mayor que en las espermatogonias A4 (figura 24).

Figura 24. Espermatogonias intermedias (In), a 40 x.

Espermatogonia tipo B.
El ndcleo de las espermatogonias tipo B esta tefido intensamente, tiene una forma mas
redonda. El nucleolo es pequeno, compacto y muy tenido. La eucromatina es homogénea
y fina. La heterocromatina se ve menos en la membrana nuclear como se muestra en la

figura 25.

Figura 25. Espermatogonia tipo B (B) y célula de Sertoli (S) en la base del tubulo seminifero.
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c) Ciclo del epitelio seminifero de Artibeus jamaicensis.
En el ciclo del epitelio seminifero se identificaron las caracteristicas cualitativas de las
XIV etapas del ciclo y los 19 estadios de la espermiogénesis en base a la formacién
acrosomal de acuerdo a lo descrito por Hess en el ciclo del epitelio seminifero de rata
1990. Y al diagrama ilustrado de Dym y Clermont (1970) en el ciclo del epitelio seminifero
de la rata, que comprende de XIV etapas y 19 estadios de la espermiogénesis.
Para la identificacién de las espermatogonias tipo A indiferenciadas (A und), A1, A2, A3,
A4, A intermedia (A In) y espermatogonias tipo B en base a lo descrito por Chiarini y
Meistrich en 2008.
Se identificaron las XIV etapas (Hess, 1990) del ciclo del epitelio seminifero, asi como los
19 estadios o pasos de la espermiogénesis la cual esta dividida en 4 fases (Golgi, Cap,
Acrosoma y Maduracion). A continuacién se describe el ciclo del epitelio seminifero
mencionando sus caracteristicas mas importantes de cada etapa.
La espermatogénesis en mamiferos es un proceso continuo de diferenciacién celular que
comprende 3 fases: fase de proliferacion mitética, fase meidtica y la espermiogénesis.
Entre las caracteristicas generales de la anatomia microscépica del testiculo de
murciélago se observa la tdnica albuginea parte mas externa de los testiculos asi como
un arreglo caracteristico en tibulos y cordones seminiferos. La membrana basal esta
constituida por dos capas, interna y externa, llamada lamina propia en la que se
encuentran fibras de colagena llamadas células miodes. En lo que respecta al epitelio
seminifero se encuentran dos lineas celulares, las células sustentaculares de Sertoli que
se encuentran desde la lamina propia hasta la luz del tdbulo seminifero. Contienen un
nucleo claro y un nucléolo muy caracteristicos. Las células de Sertoli ademas de ser el
soporte se encargan de la nutricion y forman la barrera hematotesticular. Por otra parte
las células germinales estan constituidas por espermatogonias de tipo A1 — A4,
intermedias y tipo B, espermatocitos primarios, secundarios, espermatides redondas,
alargadas y espermatozoides. Se encuentran espermatocitos primarios en preleptoteno
que son los méas pequenos de 7.5 a 8.2 um presentan areas localizadas de
heterocromatina esparcidas por todo el nlcleo y ocasionalmente de cerca de la
membrana nuclear presentes en las etapas VIl y VIII. La cromatina restante esta dispersa
y en forma homogénea pero densamente granular; leptoteno se caracteriza por presentar
finos filamentos longitudinales en el nucleo la cromatina es homogénea y granular pero
mas condensada de tamarno de 8 a 10 um se observan en las etapas IX, X, XI; zigoteno
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se presentan en las etapas Xll y Xlll tienen un diametro de 10 a 12 um. Se caracteriza por
la presencia de segmentos cortos de complejos sinaptonémicos; paquiteno los autosomas
estan apareados por los complejos sinaptonémicos, presentes en las etapas | a XlI;
Diploteno en el nlcleo se observan segmentos de cromatina muy condensados y un
nucléolo prominente en la etapa Xlll y diacinesis desaparicion de la envoltura nuclear, los
cromosomas se desplazan a los extremos en la etapa XIV. Los espermatocitos
secundarios son pequefos con su nucleo esférico y agregados de cromatina. Los cuales
llevan a cabo la meiosis Il que conducen a la formacién de espermatozoides: el proceso
llamado espermiogénesis que consta de 4 fases Golgi: empieza con la aparicién de
espermatides redondas estadio | donde el aparato de Golgi esta desprovisto de granulos;
estadio Il se observan dos o tres granulos en Golgi, los cuales daran inicio al estadio Ill
en la cual en granulo estd en la vesicula acrosomal. Estadio IV la membrana de la
vesicula se adhiere a la envoltura nuclear. Durante la fase Golgi el nlcleo es esférico,
grande y claro.

Fase de casquete o Cap comprende los estadios V VI y VII. En la cual la membrana
limitante de la vesicula acrosomica aumenta su zona de adherencia a la envoltura
nuclear, formando un delgado pliegue o arco sobre el nucleo (estadio V). El estadio VI
desaparece el aparato de Golgi es sustituido por una vesicula arco se extiende de un
cuarto a un tercio sobre el nacleo. En el estadio VIl la extension lateral cubre de un tercio
a la mitad del nucleo, los centriolos se mueven al polo abacrosomal del nlcleo y se forma
el flagelo.

La fase acrosomal se inicia en el estadio VIl y termina en el estadio Xl. Esta etapa de
forma el acrosoma. Inicia cuando las espermatides se orientan hacia la membrana basal
y comienza la elongacién del nucled y durante esta el sistema acrosomal se extiende para
cubrir la superficie dorsal y apical del nicleo. En el nlcleo la cromatina se condensa
formando grumos densamente empaquetados, el nicleo empieza a aplanarse y deja de
ser redondo para volverse ovoide. Simultaneamente se alarga la espermatide.

Fase de maduracion: las espermatides tienen forma de bala y crece el flagelo y las
mitocondrias se acomodan en su parte proximal, el citoplasma se elimina en gran parte
originando la gota citoplasmatica que se separa formando el cuerpo residual. El proceso
de maduracién termina con la espermiacion o liberacion de los espermatozoides a la luz
del tabulo seminifero.

En el ciclo del epitelio seminifero se identificaron las XIV etapas del ciclo y los 19 estadios
de la espermiogénesis se mencionan las caracteristicas mas importantes:
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Etapa I. Se caracteriza por la presencia de espermatogonias tipo (A), espermatocitos
primarios en paquiteno (P), espermatide redonda en estadio 1 de desarrollo (ES1), donde
se observa el aparato de Golgi desprovisto de granulos. Espermatides alargadas en
estadio 15 de diferenciacion (ES15) y espermatocitos secundarios (SS),

figura 26.

Figura 26. Espermatogonia tipo (A), espermatocitos en paquiteno (P), espermatide redonda en
estadio 1 de desarrollo (ES1), espermatides alargadas en estadio 15 de diferenciaciéon (ES15) y

espermatocitos secundarios (SS), a 40 x.

Etapa Il. Se encuentran espermatogonias intermedias (In) que dan paso a
espermatogonias tipo (B), espermatocitos en paquiteno (P), en las espermatides
redondas aparece la vesicula proacrosomal que se caracteriza por pequenos granulos
proacrosémicos en estadio 2 (ES2), que empiezan a moverse al lumen y espermatides en
estadio 16 de diferenciacién (ES16), figura 27.

Figura 27. Espermatocitos en paquiteno (P), espermatides redondas en estadio 2 (ES2) que

empiezan a moverse al lumen y espermatides en estadio 16 de diferenciacion (ES16), a 40 x.
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Etapa lll. Se observa un granulo acromosémico largo rodeado por una vesicula
acrosomal clara es la espermatides estadio 3 (ES3). El aparato de Golgi forma un arco
tefido (ar) sobre la formacién acrosomal. Espermatogonias Intermedias, espermatocitos
en paquiteno (P), espermatides en estadio 17 de diferenciacion (ES17) y espermatozoides
(EZ), figura 28.

Figura 28. Espermatides en estadio 3 (ES3), espermatocitos en paquiteno (P), espermatides en

estadio 17 de diferenciacion (ES17) y espermatozoides (EZ), a 40x.

Etapa IV. Se observan espermatogonias A y B, espermatocitos en paquiteno (P), en
Espermatides estadio 4 de diferenciacién (ES4), la vesicula acrosdmica se pega a la
membrana nuclear. El aparato de Golgi (G) forma un arco intensamente tenido (ar), figura
29.

Etapa V. Se observan espermatogonias A y B, espermatocitos en paquiteno. Las
espermatides en estadio 17 estan fuertemente embebidas en el citoplasma de las células
de Sertoli. En las espermétides estadio 5 (ES5) el granulo acrosomal se aplana y en el
sistema acrosomal se forman unas delgadas lineas laterales que forman un arco sobre el
nudcleo, que se observa en la figura 29.

Etapa VI. Se observan espermatogonias A y B, espermatocitos en paquiteno. Las
espermatides en estadio 18 empiezan a moverse hacia el lumen. En esta etapa la
extension lateral del sistema acrosomal cubre un tercio a un cuarto del nicleo de la

espermatide en estadio 6 (ES6), figura 29.
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Etapa VII. Se observan espermatogonias A, espermatocitos en preleptoteno, paquiteno
(P), diacinesis (Dia), diploteno (D). Las espermatides estadio 19 se encuentran
distribuidas a lo largo de borde luminal con un granulo baséfilo cerca del ndcleo. La
extensiéon acrosdmica es de un tercio a la mitad del nicleo de las espermatides en
estadio 7 (ES7), figura 29.

Figura 29. Espermatides en diferentes grados de diferenciacion, espermatide en estadio 4 (ES4), 5
(ES5), 6 (ES6), 7 (ES7) y 8 (ES8), donde se puede observar el movimiento de las espermatides
hacia la membrana basal. Espermatogonia (A), espermatocitos en paquiteno (P) y diacinesis (Dia),
a 40x.

Etapa VIIl. Se observan espermatogonias A, espermatocitos en preleptoteno (PL),
paquiteno (P) y espermatides en estadio 19 de diferenciaciéon espermatozoides (ES19). El
sistema acrosomal de las espermatides en estadio 8 (ES8) estan dirigidos a la parte

basal, figura 30.

Figura 30. Espermatide en estadio 8 (ES8), el sistema acrosémico esta dirigido a la membrana

basal. Espermatogonia (A) y espermatocitos en paquiteno (P), a 40 x.
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Etapa IX. El nucleo de las espermatides en estadio 9 estan ligeramente alargadas (ES9a),
(ES9) inician el proceso de alargamiento. Los cuerpos residuales estan distribuidos a lo
largo del epitelio seminifero. Se observan espermatogonias A, espermatocitos en
leptoteno (L), paquiteno (P).Y células de Leydig en el intersticio (L.C), figura 31.

Figura 31. Espermatides en estadio 9, los nlcleos estan ligeramente alargados (ES9a),
espermatides (ES9) que inician el proceso de elongacién. Se observan células de Leydig en el
intersticio (L.C), a 63 x.

Etapa X. El nlcleo de las espermatides en estadio 10 es oblongo y el sistema acrosomal
forma el limite de la curvatura ventral se extiende a lo largo de un lado del nucleo (ES10),
se observan remanentes de cuerpos residuales, figura 32.

Figura 32. Espermatogonias alargadas (ES10), y cuerpos residuales (RB), a 100x.
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Etapa XI. . Se observan espermatogonias A, espermatocitos en leptoteno (L), paquiteno
(P). Las espermatides en estadio 11 (ES11), tienen una protuberancia donde se
encuentra el sistema acrosdémico y el nacleo de sobresale en angulo de la region caudal,

figura 33.

Figura 33. Espermatide (ES11) con una protuberancia donde se encuentra el sistema acrosomal
(ac) y el nicleo sobresale en angulo de la regién caudal. Espermatogonia (A), espermatocitos en
paquiteno (P) y cuerpo residual (Rb), a 63 x.

Etapa XIl. Se observan espermatogonias A, espermatocitos en zigoteno (Z), paquiteno
(P). Espermatides en estadio 12 (ES12), se observan cabezas alargadas y estrechas en

estan condensadas y con puntas romas, figura 34.

Figura 34. Espermatide estadio 12 (ES12), se observan, cabezas alargadas y estrechas con

puntas romas. Espermatogonias Ay espermatocitos en paquiteno (P), a 40 x.
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Etapa XIlll. El nlcleo de las espermatides estadio 13 (ES13) tienen la forma de bala 6
espatula y estdn en paquetes separados por espermatocitos en paquiteno (P), zigoteno
(Z), diploteno (D), figura 35.

Figura 35. Espermatides en estadio 13 (ES13), el nucleo tiene la forma de bala é espatula y estan
en paquetes separados por espermatocitos en paquiteno (P), se observan espermatocitos en
zigoteno (Z), a 100x.

Etapa XIV. Se observan espermatocitos secundarios. Espermatocitos primarios en
paquiteno (P), zigoteno (Z), diploteno (D), figuras meidticas. Espermatozoides en el

lumen del tibulo seminifero (EZ), figura 36.

Figura 36. Espermatocitos secundarios (SS), espermatocitos primarios en diploteno (D) y
espermatozoides en el lumen del tibulo seminifero (EZ), a 100 x.
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3) Morfologia macroestructural del testiculo de Sturnira lilium.

De un total de 15 machos adultos de Sturnira lilium, se caracterizé la morfologia
macroestructural y se determind su estado reproductivo activo: los testiculos se
encontraron localizados en la base del pene (A), por otra parte en el estado inactivo se

encontraron inguinales.

B mm 10

¢ S

12 paduglin

» -

Figura 37. Morfologia general de Sturnira lilium. A) estado reproductivo activo.

B) testiculo extraido.

En cuanto al peso, el promedio fue de 18.95 gramos y un valor promedio en la longitud
del antebrazo de 3.8 cm. E independientes a su estado reproductivo (Oliveira y col.
2009). El tamano promedio de los testiculos fue de 0.58 cm. Y respecto al diametro

promedio de los tubulos seminiferos fue de 123 um evaluado con Image tool V 2.01.

Caracteristicas generales de Sturnira

lilium.
94 gum.

18.958.

B Tamafio testicular ® Peso de Sturnira lilium ® Diametro de los tubulos seminiferos

Figura 38. Caracteristicas generales de los organismos colectados de Sturnira lilium. Peso
promedio de 18. 95 gramos. B) Tamano promedio de los testiculos 0.58 cm. C) diametro de los

tubulos seminiferos de 94.8 um.
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4) Morfologia microestructural del testiculo de Sturnira lilium.

Entre los aspectos generales en la morfologia microestructural podemos apreciar un
patron tipico en el arreglo del epitelio seminifero de mamiferos como el raton y la rata.

En Sturnira lilium estd conformado por la tunica albuginea (T) en la parte méas externa,
tibulos seminiferos (t) y cordones (C) que estan rodeados por una lamina propia o
membrana basal (MB) que consta de dos hojas interna y externa con fibras de colagena,
asi como las asociaciones celulares de la linea germinal espermatogonias (SG),
espermatocitos primarios, secundarios, espermatides redondas (ESr), elongadas vy
espermatozoides (ES) en el lumen del tibulo. La linea somatica esta caracterizada por las
células de Sertoli (S) que sirven de soporte, nutricién y forman la barrera hematotesticular.
Por otra parte se observan células de Leydig (LC) y vasos sanguineos (V) en el intersticio,
figura 39.

T B L

Figura 39. Microfotografia de testiculo de Sturnira lilium tefiidas con azul de toluidina. A) Corte semi-
fino a una amplificacion de 10X, donde se observan la morfologia testicular general, tinica albuginea
(T), tabulos (1) y corddn seminifero (C). B) Mayor amplificacién 100X de un cord6én seminifero donde se
localizan espermatogonias (SG), espermatocitos primarios en paquiteno (P), células de Sertoli (S) en la
periferia del corddn, espermatides redondas en diferentes etapas de la formaciéon acrosomal (ESr),
vaso sanguineo (V) y células de Leydig (L.C) en el intersticio. C) A una amplificacién de 200X,
presencia de espermatides alargadas en diferentes etapas de desarrollo y espermatozoides (ES) en el
lumen (L) del cordén seminifero.

d) Cuantificacion de los diferentes tipos celulares encontrados en el epitelio
seminifero de Sturnira lilium.

Con base a lo establecido en el ciclo del epitelio seminifero de la rata descrito por
Clermont (1972) y al diagrama ilustrado descrito por Dym y Clermont (1970) sobre el
ciclo de la rata el cual comprende de XIV etapas y 19 estadios de la espermiogénesis. Se
realizd el conteo de los diferentes tipos celulares que se encuentran en el epitelio
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seminifero de Sturnira lilium se identificaron: celulas de Sertoli; espermatogonias;
espermatocitos primarios, secundandarios; espermatides redondas, alargadas vy
espermatozoides en el lumen tubular, (figura 40). Se examinaron un total de 20 tubulos
seminiferos, los cuales se eligieron por ser de forma redonda en diferentes cortes, se
cont6 el numero de células presentes para cada tipo en los tubulos seminiferos con la
ayuda del software UTHSCSA Image Tool V. 2.01 ALPHA de la Universidad de Texas

Health Science Center en San Antonio.

Conteo de células del epitelio
seminifero de Sturnira lilium
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Figura 40. Numero de células encontradas en 20 tubulos del epitelio seminifero de Sturnira lilium.

Nimero de células

e) Identificacion de espermatogonias en Sturnira lilium.

La descripcion de las espermatogonias se realizd con base a las caracteristicas nucleares
de las espermatogonias de raton y rata de acuerdo a lo descrito por: Chiarini y Meistrich,
(2008) y Chiarini y Russell, (2001).

Espermatogonias indiferenciadas (Aund).
Las espermatogonias indiferenciadas As, Apr y Aal hacia espermatogonias A1 presentan
diferentes morfologias. Las espermatogonias As “single” tienen un nucleo pronunciado
con forma ovalada de un aspecto moteado que le da la heterocromatina y eucromatina,
figura 41. Se caracterizan por no tener puentes intercelulares y a su posible

autorenovacion.
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Figura 41. Espermatogonia indiferenciada, espermatogonia A “single” (As) y espermatide redonda
(Er), a 100 x.

Espermatogonia A1
Las espermatogonias A1 tienen un nudcleo largo y oval, ligeramente mas redondo que las
espermatogonias indiferenciadas. Presenta 2 o 3 nucléolos muy tenidos en el centro,

figura 42.

Figura 42. Espermatogonia A1, presenta 2 nucléolos (Nu), a 100 x.

Espermatogonia A2
Las espermatogonias A2 tienen una forma nuclear oval que presenta pequefios cumulos
de heterocromatina en un 10 %. El nucleolo es pequefo y compacto. La eucromatina es

finamente moteada en el nucleo, figura 43.

A2
X

Figura 43. Espermatogonia A2 presenta 1 nucléolo (Nu), a 40 x.
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Espermatogonia A3
Las espermatogonias A3 presentan un nucleo mas redondeado y alrededor de un 25 %
de la envoltura nuclear se encuentra bordeada por heterocromatina. La eucromatina

presenta un ligero incremento que le da un aspecto moteado al nucleo, figura 44.

Figura 44. Espermatogonias A3 en la base del tubulo seminifero, a 40x.

Espermatogonia A4
Las espermatogonias A4 tienen nucleo que presenta una forma oval a redonda vy
presentan hasta un 70 % de heterocromatina en el borde. La eucromatina es similar que

en A3. Se pueden observar mas de 3 nucléolos, figura 45.

Aa
N

Figura 45. Espermatogonias A4 en la base del tibulo seminifero, a 100 x.

Espermatogonia intermedia (In).
Las espermatogonias Intermedias (In) tienen un ndcleo con forma redonda ligeramente
oval, con uno o dos nucléolos compactos. La heterocromatina bordea al nicleo entre un
70 a 100 por ciento, figura 46. El area de la eucromatina es ligeramente mayor que en las
espermatogonias A4.
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Figura 46. Espermatogonia intermedia (In) en la base del tibulo seminifero, a 40x.

Espermatogonia tipo B.
El ndcleo de las espermatogonias tipo B estd tefiido intensamente, tiene una forma
redondeada. El nucleolo es pequefio, compacto y muy tefiido. La eucromatina es
homogénea y fina. La heterocromatina se ve menos en la membrana nuclear, figura 47.

Figura 47. Espermatogonia tipo B (B) en la base de! tubulo seminifero, a 100 x.

f) Ciclo del epitelio seminifero de Sturnira lilium.

En el ciclo del epitelio seminifero se identificaron las caracteristicas cualitativas de las
XIV etapas del ciclo y los 19 estadios de la espermiogénesis en base a la formacion
acrosomal de acuerdo a lo descrito por Hess en el ciclo del epitelio seminifero de rata
1990. Y al diagrama ilustrado de Dym y Clermont en el ciclo del epitelio seminifero rata
que comprende de XIV etapas y 19 estadios de la espermiogénesis.

Para la identificacién de las espermatogonias tipo A indiferenciadas (A und), A1, A2, A3,
A4, A intermedia (A In) y espermatogonias tipo B en base a lo descrito por Chiarini y
Meistrich en 2008.
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Se identificaron las XIV etapas (Hess, 1990) del ciclo del epitelio seminifero, asi como los
19 estadios 0 pasos de la espermiogénesis la cual esta dividida en 4 fases (Golgi, Cap,
Acrosoma y Maduracion). A continuacién se describe el ciclo del epitelio seminifero

mencionando sus caracteristicas mas importantes de cada etapa.

Etapa l. Se caracteriza por la presencia de espermatogonias tipo (A), intermedias (In), tipo
(B); espermatocitos primarios en paquiteno (P), espermétides en estadio 1 (ES1)
redondas donde se observa el aparato de Golgi (G) desprovisto de granulos vy
espermatides elongadas en estadio 15 de diferenciacion (ES15) y células de Sertoli (S),

figura 48.

Etapa Il. Se encuentran espermatogonias intermedias (In) que dan paso a
espermatogonias tipo (B), espermatocitos en paquiteno (P), espermatides redondas
donde aparece la vesicula proacrosomal (V) que se caracteriza por pequenos granulos
proacrosémicos en estadio 2 (ES2) que empiezan a moverse al lumen y espermatides
alargadas en estadio 16 de diferenciacion (ES16), figura 48.

Figura 48. Espermatocitos primarios en paquiteno (P), espermatides en estadio 1 (ES1) se
observa el aparato de Golgi (G), espermatides estadio 2 (ES2) aparece la vesicula proacrosomal
(V), espermatides estadio 15 de diferenciacion (ES15), espermatides alargadas en estadio 16 de
diferenciacién (ES16) y células de Sertoli (S), a 40 x.
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Etapa Ill. Se observa un granulo acrosomal (Ga) largo rodeado por una vesicula
acrosomal (V) clara en la espermatides estadio 3 (ES3), figura 49. Espermatogonias
Intermedias, espermatocitos en paquiteno (P) y espermatides en estadio 17 de

diferenciacién (ES17).

Etapa IV. Se observan espermatogonias A y B, espermatocitos en paquiteno (P). La
vesicula acrosomal se pega a la membrana nuclear de la espermatide estadio 4 de
diferenciacién (ES4). El aparato de Golgi (G) forma un arco intensamente tenido, figura
49.

Figura 49. Espermatides en estadio 3 (ES3) se muestra en granulo acrosémico y vesicula
acrosomal. Espermatide en estadio 4 (ES4), se observa la vesicula mas tefida y espermatocitos
secundarios (SS), a 40x.

Etapa V. En las espermatides estadio 5 el granulo acrosomal se aplana y en el sistema
acrosomal se forman unas delgadas lineas laterales que forman un arco sobre el nucleo
(flechas ES5), figura 50. Se observan espermatogonias A y B, espermatocitos en
paquiteno. Las espermatides en estadio 17 estan fuertemente embebidas en el citoplasma

de las células de Sertoli.
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Figura 50. Espermatides en estadio 5 (ES5) flechas donde se observa la formacion del arco sobre

el nucleo. Esperméatides alargadas (ES17) y (ES18), a 100 x.

Etapa VI. Se observan espermatogonias A y B, espermatocitos en paquiteno. Las
espermatides en estadio 18 (ES18), empiezan a moverse hacia el lumen, figura 49. En
esta etapa la extension lateral del sistema acrosomal cubre un cuarto a un cuarto del

nucleo de la espermatide en estadio 6 (ES6), figura 51.

P :%;"‘:

. e e o
Figura 51. Espermatide en estadio 6 (ES6), la extension lateral del sistema acrosomal cubre un

cuarto del nicleo de la Espermatocitos en paquiteno (P), a 100 x.

Etapa VII. La extension acrosomica se extiende de un tercio a la mitad del nacleo de las
espermatides en estadio 7 (ES7), figura 52. Las espermatides estadio 19 se encuentran
distribuidos a lo largo de borde luminal con un granulo baséfilo cerca del nicleo. Se
observan espermatogonias A, espermatocitos en preleptoteno, paquiteno (P).
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Figura 52. Espermatide en estadio 7 (ES7), la extension acrosémica se extiende un tercio del
ntcleo. Células de Sertoli (S) y espermatocitos en paquiteno (P), a 100 x.

Etapa VIII. El sistema acrosémico de las espermatides en estadio 8 (ES8) estan dirigidos
la parte membrana basal, figura 53. Se observan cuerpos residuales vacuolados
localizados a lo largo del lumen de espermatides en estadio 19. Se observan
espermatogonias A, espermatocitos en preleptoteno (PL), paquiteno (P) y espermatides
en estadio 19 de diferenciacion espermatozoides (ES19).

Etapa IX. Se observan espermatogonias A, espermatocitos en leptoteno (L), paquiteno
(P). El nacleo de las esperméatides en estadio 9 estan ligeramente alargadas (ES9), figura
53.

Figura 53. Espermatide en estadio 8 (ES8), dirigiéndose hacia la membrana basal. Espermatides

en estadio 9 (ES9), se empiezan a alargar. Espermatocitos en paquiteno (P), a 100 x.

Etapa X. El nucleo de las espermatides en estadio 10 es oblongo y el sistema acrosomal
forma el limite de la curvatura ventral se extiende a lo largo de un lado del nucleo (ES10),

figura 54.
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Etapa XI. Se observan espermatogonias A, espermatocitos en leptoteno (L), paquiteno
(P). La espermatide tiene una protuberancia donde se encuentra el sistema acrosémico y
el nacleo de las espermatides en estadio 11 sobresale en angulo de la regién caudal
(ES11), figura 54.

Figura 54. Espermatides en estadio 10 (ES10), tiene un nicleo oblongo. Espermatide

estadio 11 (ES11), se empieza a alargar. Células de Sertoli (S), a 100 x.

Etapa Xll. Se observan cabezas largas y estrechas en espermatides estadio 12 estan
condensadas con puntas romas (ES12), figura 55. Espermatogonias A, espermatocitos en

zigoteno (Z), paquiteno (P).

Figura 55. Espermatide en estadio 12(ES12), cabezas alargadas, estrechas y condensadas con
puntas romas, Espermatides estadio 19 (ES19), dirigiéndose al lumen. Espermatogonias (A), a
100x.

Etapa XIlIl. El nlcleo de las espermatides estadio 13 (ES13) tienen forma de bala 6
espatula y estan en paquetes separados por espermatocitos en paquiteno (P), zigoteno
(2), diploteno (D), figura 56.
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Figura 56. Espermatides estadio 13 (ES13), el niicleo de las tienen forma de bala é espatula.

Espermatocitos en paquiteno (P), zigoteno (Z) y células de Sertoli (S), a 100 x.

Etapa XIV. Espermatocitos secundarios. Espermatocitos primarios en paquiteno (P),
zigoteno (Z), Diploteno (D), y figuras meiéticas, (figura 57).

Figura 57. Espermatocitos secundarios (SS). Espermatocitos primarios en paquiteno (P), zigoteno
(Z) y células de Sertoli (S), a 40 x.
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5) INMUNOHISTOQUIMICA de Artibeus jamaicensis.

Se utiliz6 el método de inmunohistoquimica para detectar la expresién de los diferentes
marcadores descritos para mamiferos como el ratdén. Para la deteccién de las células de
la linea germinal se utiliz6 el marcador contra la proteina del gen Vasa. Para la
identificacion de las células pluripotenciales y de la linea germinal se emple6 el factor de
transcripcion Oct-4. Asi como C-kit un factor de células madre (SCF). También se analiz6
la actividad mitética usando el marcador (H3) y para la actividad meiética (SCP1). Por otra
parte se utilizé Wt-1 que es un factor de transcripcién en la determinacién y diferenciacion
sexual. Y MIS como un factor de crecimiento y diferenciacién sexual.

Las célulOas resultaron positivas a los marcadores de la linea germinal (Vasa), asi como
Oct-4 factor de pluripotencialidad en espermatogonias A1-A4, tipo B. La expresion de
C-kit es detectada en la superficie celular de espermatogonias tipo A1-A4,
espermatogonia tipo B, espermatocitos en preleptoteno y paquiteno.

Para la proliferacién celular se observé la actividad de H3 en espermatogonias que se
encuentran en el area basal de los tubulos seminiferos, para la actividad meiética Scp1 en
espermatocitos primarios. La expresién de Wi-1(tumor de Wilm), se observé en los
tubulos seminiferos (espermatogonias espermatocitos primarios, secundarios,
espermatides y espermatozoides). Asi como en las células de Sertoli e intersticiales
(células de Leydig). La expresion de la hormona antimilleriana MIS, se detect6 en las
células Sertoli de testiculos diferenciados, y en el area del tubulo seminifero.

g) Deteccion de los marcadores H3, C-KIT, OCT-4 y SCP1 en tejido testicular
del murciélago Artibeus jamaicensis.

La expresion de los marcadores de forma sencilla: C-kit es detectado en el nucleo de
espermatogonias tipo A1 - A4, espermatogonias tipo B, espermatocitos en preleptoteno y
paquiteno (figura 58 A). Oct-4 se expresa en las células de la linea germinal que se
encuentran en el drea basal del tdbulo (figura 58 B). H3 se detecta en la periferia del
tibulo seminifero en espermatogonias A1 — A4, donde se lleva a cabo la auto renovacién
de la linea germinal por mitosis (figura 58 C). La expresién de SCP1 en los complejos
sinaptonémicos de células meibdticas; espermatocitos primarios que inician la profase | de
la meiosis | asi como espermatocitos en meiosis Il (figura 58 D).
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Figura 58. Inmunofluorescencia sencilla: A) expresion de la proteina C-KIT a 100x en el nucleo de
espermatogonias (a), espermatocitos primarios en paquiteno (P); B) deteccion de OCT-4 a 100x, se observa
en espermatogonias (a); C) H3 expresién de proliferacién celular en espermatogonias A1 — A4; D) SCP1 en
células meibticas (espermatocitos primarios y secundarios). 1) Microfotografia campo claro corte normal. 1)
Microfotografia en contraste Nomarski (DIC).
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La deteccién simultanea de los marcadores H3/C-KIT/OCT-4, por inmunohistoquimica
triple. Se observo la expresion de H3 en la periferia del tdbulo seminifero en
espermatogonias A1 — A4, (figura 59 A). La expresion de C-KIT es detectada en el nacleo
de espermatogonias tipo A1 - A4, espermatogonia tipo B, espermatocitos en preleptoteno
y paquiteno P (figura 59 B). OCT-4 se expresa en las células de la linea germinal
(espermatogonias y espermatocitos en paquiteno) que se encuentran en el area basal del
tubulo (figura 59 C).

'_'

10 prm
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Figura 59. Inmunofluorescencia triple: A) expresion de H3, en espermatogonias en mitosis; B) C-
KIT, se observa en espermatogonias y espermatocitos en paquiteno (flecha P); C) deteccién de
OCT-4 en espermatogonias (flechas a); D) se observa la colocalizacién de los 3 marcadores de
forma simultdnea, a 40 x.
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Deteccion combinada de los marcadores H3/OCT-4/VASA. Se observa la expresién de H3
en espermatogonias A1 — A4, (figura 60 A). OCT-4 se expresa en las células de la linea
germinal (espermatocitos primarios) que se encuentran en el area basal del tubulo (figura
60 B). VASA se expresa en células de la linea germinal espermatogonias, espermatocitos

primarios y secundarios (figura 60 C).

|_|
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Figura 60. Inmunofluorescencia triple: A) expresion de H3, en espermatogonias A1-A4; B) OCT-4,
se observa en espermatogonias; C) deteccién de VASA en espermatogonias y espermatocitos; D)
expresion simultanea de los 3 marcadores en células de la estirpe germinal, a 40x.
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h) Analisis de la actividad proliferativa H3 y meiética SCP1.

La deteccidon simultanea de los marcadores H3/SCP-1/VASA. Para determinar la
actividad mitética (H3) y meibtica (SCP1). La expresibn de H3 se observé de
espermatogonias A1 — A4, (figura 61 A). La expresibn de SCP1 en los complejos
sinaptonémicos de células meibticas; espermatocitos primarios que inician la profase | de
la meiosis | asi como espermatocitos en meiosis Il (figura 61 B). VASA se expresa en
células de la linea germinal espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios
(figura 61 C).

Figura 61. Inmunofluorescencia triple: A) Expresion de H3, se observa en espermatogonias; B)
SCP1, se observa en el area adluminal en células meibticas (espermatocitos primarios y
secundarios); c) deteccién de VASA en espermatocitos; D) se observan los 3 marcadores de
forma simultdnea en células de la estirpe germinal, a 100 x.
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i) Factor de transcripcion temprana Wt-1 y substancia inhibidora Miilleriana.

Deteccion simultanea de los marcadores WT-1/MIS/VASA. Para observar su expresion
en machos adultos. La expresion de W?t-1, se observé en los tubulos seminiferos tanto
en la membrana basal como en las células del tracto genital. Asi como en las células de
Sertoli y células de Leydig (figura 62 A). La expresiéon de la hormona antimilleriana MIS
en los testiculos diferenciados, presente en toda el area del tubulo seminifero (figura 62
B). Vasa se expresa en células de la linea germinal espermatogonias, espermatocitos
primarios y secundarios (figura 62 C).

Figura 62. Inmunofluorescencia triple: A) expresion de WT-1, se observa el marcador de
diferenciacion y determinacion sexual en el area del tdbulo seminifero y en las células
intersticiales; B) MIS, se observa la presencia de la sustancia antimdilleriana en testis diferenciados
toda el area del tubulo seminifero; C) deteccién de VASA en células de la linea germinal; D) se
observan los 3 marcadores en toda el area del tabulo y el area intersticial, a 20x.
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6) INMUNOHISTOQUIMICA Sturnira lilium.

Se utilizo el método de inmunohistoquimica para detectar la expresién de los diferentes
marcadores descritos para mamiferos como el ratén. Para la deteccién de las células
madre, se utilizé Oct-4 para detectar la expresién del un factor de transcripcion
relacionado con la totipotencialidad de células stem embrionarias y células germinales.
Para la deteccion de las células progenitoras de la linea germinal se utilizé Vasa, C-kit
como factor de células madre (SCF). Se utilizaron marcadores para detectar la actividad
mitética H3 y para la actividad meidtica SCP-1. Y Wt-1 que es un factor de transcripcion
en la determinacién y diferenciacién sexual. MIS como un factor de crecimiento y

diferenciacién sexual.

j) Deteccion de los marcadores OCT-4, H3, C-KIT, VASA en tejido testicular del
murciélago Sturnira lilium.

OCT-4 se expresa en las células de la linea germinal (espermatogonias (a) y
espermatocitos en paquiteno), que se encuentran en el area basal del tubulo (figura 63 A).

Figura 63. Inmunofluorescencia sencilla: A) expresion de la proteina del gen Oct-4, se observa
espermatogonias (flechas a) precursoras de espermatocitos en la periferia del testiculo. B)
Microfotografia corte normal. C) Microfotografia en contraste Nomarski (DIC), a 40 x.
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Deteccion triple de los marcadores H3/C-KIT/VASA. La expresién de H3 se observa en la
periferia del tubulo en espermatogonias A1 — A4, (figura 64 A). La expresion de C-KIT es
detectada en el citoplasma de espermatogonias tipo A1 - A4, espermatogonia tipo B
(figura 64 B). VASA se expresa en células de la linea germinal (espermatogonias, figura
64 C).

Figura 64. Inmunofluorescencia triple: A) expresion de H3, se observa el marcador de proliferacién
celular en el area basal del tibulo seminifero en espermatogonias A1-A4; B) C-KIT, se observa en
el area basal en espermatogonias, precursoras de espermatocitos; C) VASA deteccion de la linea
germinal (espermatogonias); D) se observa la colocalizaciéon de los 3 marcadores al interior de los
tubulos, a 40x.
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Deteccion simultanea de los marcadores H3/OCT-4/VASA. La expresion de H3 se
observa en la proliferacion celular de espermatogonias A1 — A4, (figura 65 A). OCT-4 se
expresa en las células de la linea germinal (espermatogonias) que se encuentran en el
area basal del tubulo (figura 65 B). VASA se expresa en células de la linea germinal

(espermatogonias, figura 65 C).

Figura 65. Inmunofluorescencia triple: A) expresién de H3 en espermatogonias A1-A4; B) OCT-4,
se observa en espermatogonias; C) deteccion de VASA en células de la linea germinal; D) se
observan los 3 marcadores en células de la estirpe germinal, a 40 x.
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K) Analisis de la actividad proliferativa (H3) y meiética (SCP1).

Deteccion simultanea de los marcadores H3/SCP1. Se aprecia la expresion de H3, en la
periferia del cordén seminifero donde se lleva a cabo la auto renovacion de la linea
germinal por mitosis (espermatogonias A1 — A4, figura 66 A). La expresion de SCP1 en
los complejos sinaptonémicos de células meibticas; espermatocitos primarios que inician
la profase | de la meiosis | asi como espermatocitos en meiosis Il (figura 66 B).

Figura 66. Inmunofluorescencia doble: A) expresién de H3, se observa el marcador de proliferacién
celular en el area basal del tubulo seminifero en espermatogonias mitéticas; B) SCP1 se observa
en el area adluminal, en células meibticas (espermatocitos primarios y secundarios). C) y D) se
observa la colocalizacién de los 2 marcadores, a 20x.
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I) Factor de transcripcion temprana WT-11 y substancia inhibidora Milleriana.

Deteccion simultanea de los marcadores WT-1/MIS/VASA. La expresion de WT-1, se
detect6 en los tubulos (células del tracto genital). Asi como en las células de Sertoli y
células de Leydig, (figura 67 A). La expresién de la hormona antimilleriana MIS en los
testiculos diferenciados, presente en toda el area del tubulo seminifero, (figura 67 B).

VASA se expresa en células de la linea germinal (67 C).

Figura 67. Inmunofluorescencia triple: A) expresion de WT-1, se observa el marcador de
diferenciacion y determinacion sexual en el area del tdbulo seminifero y en las células
intersticiales; B) MIS, se observa la presencia de la sustancia antimlleriana en testis diferenciados
toda el area del tabulo seminifero; C) deteccién de VASA en células de la linea germinal; D) se
expresan los 3 marcadores en toda el area del tbulo, a 40 x.
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m) Tinciéon Coomasie

Perfil de proteinas en gel de poliacrilamida al 15 %, tefido con azul Coomasie para
determinar la expresién de las proteinas H3 (17 kDa) y Wt-1 (53 kDa) con sobrenadante
(S) y precipitado (P) de ambas especies, figura 68.

P.IL Control (D1 S, Bfium A famcivernsis

50k D3 WL

15 kDa

Figura 68. Perfil de proteinas al 15% tefiido con azul Coomasie para ambas especies de
murciélagos.
Perfil de proteinas en gel de poliacrilamida al 7.5 % tefido con azul Coomasie para
determinar la expresion de las proteinas C-KIT (145 kDa), VASA (76 kDa) y OCT-4 (50
kDa) con sobrenadante (S) y precipitado (P) de ambas especies, figura 69.
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Figura 69. Perfil de proteinas al 7.5% tefiido con azul Coomasie para ambas especies de
murciélagos.
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7) Anadlisis de la especificidad y reactividad de los marcadores (C-kit, Oct-4,
Vasa, Mis y Wt-1) por “Western blot”.

La especificidad y reactividad de los anticuerpos H3 (17 kDa) y Wit-1 (53 kDa) fue
confirmada. Se encontraron los pesos esperados de ambas proteinas, tanto para Artibeus
jamaicensis como para Sturnira lilium. La proteina WT-1 de 53 kDa, se encuentra tanto en
el sobrenadante como en el precipitado de ambas especies. En cambio para H3 (17
kDa), solo se encuentra de manera marca en los precipitados, no asi en los

sobrenadantes, figura 70.

F. i Control Sl A jomoicensis
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Figura 70. Membrana PVDF al 15 %, proteinas H3 (17 kDa) y WT-1 (53 kDa)
con sobrenadante (S) y precipitado (P) de las dos especies de murciélagos
Sturnira lilium y Artibeus jamaicensis.

La especificidad y reactividad de los anticuerpos, C-kit (145 kDa), Vasa (76 kDa) y Oct-4
(50 kDa) en Artibeus jamaicensis y Sturnira lilium, fue confirmada. Se encontraron los
pesos esperados para la proteina de C-KIT (145 kDa) que se expresa de manera
marcada en Artibeus jamaicensis, no asi para Sturnira lilium siendo mas tenue. Para la

proteina de VASA (76 kDa) se encuentra en ambas especies tanto sobrenadante como en
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el precipitado aunque de manera muy tenue. En cambio para OCT-4 (50 kDa) no se
encontré el peso esperado, se encontré la banda muy marcada entre los 60 kDa la cual

esta presente en ambas especies, figura 71.
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Figura 71. Membrana PVDF al 7.5 %, para los anticuerpos C-kit (145 kDa), Vasa
(76 kDa) y Oct-4 (50 kDa) con sobrenadante (S) y precipitado (P) de Artibeus

jamaicensis 'y Sturnira lilium.
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IX) DISCUSION

Las caracteristicas morfoldgicas de los machos adultos de Artibeus jamaicensis y Sturnira
lilium, nos permiti6 determinar su estado reproductivo activo. Se encontraron los
testiculos en la base del pene y concuerda con lo descrito para murciélagos de la especie
Artibeus lituratus (Oliveira y col.,, 2009). En cuanto al peso promedio de Artibeus
jamaicensis fue 36.15 gramos, estos datos concuerdan con los datos reportados para
esta especie los cuales oscilan entre 29 y 51 gramos (Elizondo, 1999). Para Sturnira
lilium el peso promedio fue de 18.95 gramos, semejante al intervalo 13 a 18 gramos
reportado por Elizondo, 1999.

La longitud promedio de los testiculos de los machos de Artibeus jamaicensis fue de 0.5
cm y se encuentra en el intervalo de 3.5 a 10.0 mm que fue reportado para esta especie
por (Forman y Genoways 1979). Para Sturnira lilium la longitud promedio de los
testiculos fue de 0.58 cm. Que se asemejan a los datos reportados en un estudio
realizado donde se obtuvo un intervalo entre 4 y 8 mm en machos adultos de Sturnira
lilium y para machos subadultos se obtuvo una fluctuacién entre 2.5 y 4 mm (Jones y
Phillips 1976).

Respecto a la longitud del antebrazo se obtuvo un promedio de 5.3 centimetros. Un
estudio realizado en Yucatan reportd para esta especie un promedio de 55.43 mm en la
longitud del antebrazo (Ortega y Arita 2004). Para Sturnira lilium se obtuvo un valor
promedio en la longitud del antebrazo de 3.8 cm. Los datos reportados para esta especie
oscila entre 36.6 a 45 mm en la longitud del antebrazo (Hall, 1981). Sin embargo un
estudio realizado indica que la longitud del antebrazo es independientes a su estado
reproductivo (Oliveira y col., 2009).

Se obtuvo un promedio de 123 um en el diametro de los tdbulos seminiferos de Artibeus
Jjamaicensis, en cambio para Sturnira lilium el promedio fue de 94 um. De acuerdo a lo
descrito para especies estacionales como C. mexicanus se reporta un intervalo de 35.1
um a 179.9 um en el diametro de los tlbulos seminiferos (Leén, 2007). Para la especie
tropical Artibeus lituratus se reporta una fluctuacion anual de 80um a 150um (Oliveira y
col., 2009), mientras que para esta misma especie se reporté un intervalo de 130 um a
306.7um (Duarte y Talamoni 2009), especie con la cual comparte una estrecha relacién
filogenética al ser una subespecie del genero Artibeus, y los datos obtenidos para
Artibeus jamaicensis se encuentra en el rango reportado, sin embargo para Sturnira lilium
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comparte la subfamilia Stenodermatinae y los datos obtenidos estdan en el rango
reportado.

En cuanto a la organizacion del epitelio seminifero de Artibeus jamaicensis y Sturnira
lilium se encontr6é un patrdn tipico descrito en otros mamiferos como el humano, ratén y
rata. Se identificaron células de Sertoli en la membrana basal, del tubulo seminifero;
espermatogonias en diferentes grados de desarrollo; espermatocitos primarios vy
secundandarios; espermatides redondas, alargadas y espermatozoides.

Se identificaron espermatogonias indiferenciadas As “single”, Apr “pair’ y Aal “aligned”.
Los subsecuentes tipos celulares descritos fueron A1, A2, A3 y A4, asi como
espermatogonias intermedias (Aln) y espermatogonias tipo B. Que daran paso al proceso
de espermatogénesis con la formacibn de espermatocitos primarios, secundarios,
espermatides redondas, alargadas y finalmente a la formacién de espermatozoides.

En el raton se han descrito 7 tipos de espermatogonias A (Asingle, Apair, Aaligned, A1,
A2, A3 y A4) [de Rooij, 1998]. De estas As “single” se considera una espermatogonia
madre, ya que estas son las Unicas se auto-renuevan (Clermont y Bustos, 1968). Las
espermatogonias Apr y Aal, se dividen para formar colonias que no estan sincronizadas
con el ciclo del epitelio seminifero. En cambio las espermatogonias A1- A4 estan
sincronizadas con el ciclo del epitelio (de Rooij y Russell, 2000).

Aungue se encuentra un patron claro en la organizacién del epitelio seminifero respecto al
ratbn y la rata, existen diferencias amplias en el sistema de células madre
espermatogoniales de otros mamiferos. En cuanto al tipo, el nimero y el grado de
eficiencia espermatogonial que hasta el momento no sea detectado en todos los
mamiferos (Ehmcke, 2006).

El ciclo del epitelio seminifero de Artibeus jamaicensisy Sturnira lilium comprende las XIV
etapas, asi como los 19 estadios de la espermiogénesis descritos en el ratén y la rata.

Se han descrito XI etapas y 13 estadios de la espermiogénesis en el ciclo del epitelio
seminifero de Java fruit bat (Pteropus vampyrus) y X etapas y 13 estadios en Japanese
lesser horseshoe bat (Rhinolophus cornutus) [Morigaki y col., 2001].

Por Inmunohistoquimica se detecté la expresion de las diferentes proteinas, usando
marcadores policlonales descritos para otros mamiferos como el raton. Se observo la
presencia de las células progenitoras de la linea germinal (Vasa). Oct-4 como un factor de
pluripotencialidad, C-kit como un factor de células madre. Se observé los marcadores de
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la actividad mitética H3 vy la actividad meidtica SCP1. Y Wt-1 que es un factor de
transcripciéon en la determinacién y diferenciacion sexual, y MIS como un factor de
crecimiento y diferenciacion sexual para Artibeus jamaicensis'y Sturnira lilium.

La expresién de C-KIT fue detectada en la superficie celular de espermatogonias tipo A1-
A4, espermatogonia tipo B, espermatocitos en preleptoteno. La expresion de C-KIT es
detectada en la superficie celular de espermatogonias tipo A1-A4, espermatogonia tipo B,
espermatocitos en preleptoteno y células de Leydig (Yoshinaga y col., 1991). El receptor
de C-KIT se expresa en células de Leydig, asi como en la diferenciacién y maduracién de
células de la linea germinal. (Sandlow y col., 1996). C-KIT regula la migracion,
proliferacién y apoptosis de las células germinales primordiales durante el desarrollo de la
gonada en etapa fetal. Asi como la proliferacién de las espermatogonias en etapa adulta.
(Mauduit y col., 1999). La proliferacion y/o supervivencia de las espermatogonias tipo A1-
A4 son dependientes de C-KIT (Yoshinaga y col., 1991). Sorrentino y col., en 1991
reportaron los altos niveles en la expresion de los transcritos de C-KIT en
espermatogonias y un bajo nivel en espermatocitos en paquiteno.

Se encontré a VASA como un marcador especifico de la linea germinal que se expresa en
espermatogonias A1, A2, A3 y A4. Vasa es un marcador especifico de la linea germinal,
dicho gen se encuentra conservado tanto en vertebrados como invertebrados. Este gen
tiene un rol determinante en la formacion de las células germinales primordiales.
(Castrillon y col., 2000). El gen Vasa se detecta en las células germinales primordiales
después de la colonizacién de cresta gonadal y se mantiene hasta la formacién de las
células germinales postmeioticas (Satomi y col., 2000).

Se observé la expresion de OCT-4 en el nucleo de espermatogonias A1, A2, A3y A4.
OCT-4 es un factor de transcripcion relacionado con la totipotencialidad de células madre
embrionarias y células germinales. Durante el desarrollo embrionario las células pierden el
patron de expresion OCT-4, diferenciandose en lineas somaticas, mientras que la
retencién de la expresion, las mantiene pluripotenciales para convertirse en células
germinales. Las células germinales mantienen la expresion de Oct-4 hasta el inicio de la
espermatogénesis (Pesce y col., 2000).

La identificacion del marcador H3 en la proliferacién de espermatogonias, se encontré
positivo en el nucleo de estas células, localizadas en la base del tubulo representando
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espermatogonias A1, A2, A3, A4 e intermedias. H3 se expresa en la proliferacién celular
en mitosis (Hans y col., 2001).

Para el marcador de meiosis SCP1, se encontré positivo en células meibticas
espermatocitos en paquiteno, zigoteno, diploteno, espermatocitos secundarios y
espermatides redondas. SCP1 se observa en la profase de la primera divisién meiética
con el apareamiento de los cromosomas homélogos, sinapsis y recombinacién procesos
importantes para la correcta segregacion cromosémica durante la primera reduccion en la
meiosis | (Von Wettstein y col., 1984; Zickler y Kleckner, 1998; Page y Hawley, 2004).
WT-1 se encontré positivo a células intersticiales asi como la tanica propia y el interior de
los tdbulos seminiferos. WT-1 juega un rol importante en la determinacion sexual y
esencial para el mantenimiento y desarrollo de las células en la cresta genital, el
desarrollo de los tubulos seminiferos y del tracto genital. Asi como la regulacién de la
sustancia antimdilleriana y el mantenimiento de las células de Sertoli en testiculos
diferenciados (Gao y col., 2006). WT-1 tiene la capacidad de inducir a la proliferacién o
arresto celular, diferenciacién celular y sexual, asi como bloquear la apoptosis, a través de
la activacion transcripcional. El papel de WT-1 en la determinacion y diferenciacion sexual
se debe a la activacién de los genes Sry, Mis, Sf1 y Dax, por la isoforma KTS (-)
(Hernandez y col., 2004). La expresion continua de WT-1, en testiculos diferenciados
sugiere un rol importante en la regulacién de la hormona antimilleriana (MIS) en los
testiculos diferenciados (Nachtigal y col., 1998). Se detectd la presencia de hormona
antimilleriana (MIS) en los testiculos diferenciados, presente en toda el area del tubulo
seminifero.

La especificidad y reactividad de los anticuerpos H3 (17 kDa) y Wt-1 (53 kDa) fue
confirmada. Se encontraron los pesos esperados para ambas proteinas. La proteina WT-1
de 53 kDa se encuentra tanto en el sobrenadante como el precipitado de ambas especies.
En cambio para H3 (17 kDa), solo se encuentra de manera marcada en los precipitados
de ambas especies. La especificidad y reactividad de los anticuerpos de mayor tamario,
C-kit (145 kDa), Vasa (76 kDa) y Oct-4 (50 kDa) de ambas especies fue confirmada. Se
encontraron los pesos esperados para la proteina C-KIT (145 kDa) que se expresa de
manera marcada en Artibeus jamaicensis, no asi para Sturnira lilium. Para la proteina
VASA (76 kDa) se encuentra en ambas especies tanto sobrenadante como en el pellet
aunque de manera muy tenue. En cambio para OCT-4 (50 kDa), no se encontr6 el peso
esperado, se encontré la banda muy marcada entre los 60 kDa, la cual esta presente en
ambas especies.
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X) CONCLUSIONES

En cuanto a las caracteristicas generales de los organismos: peso, la longitud del
antebrazo, el tamafo de los testiculos presentan un patréon normal y en el rango de los

datos reportados por otros autores para estas dos especies.

Se observé que estas dos especies tienen un patrén tipico del epitelio seminifero

respecto a otros mamiferos como el ratén y la rata.

El estudio morfolégico de ambas especies tanto Artibeus jamaicensis como Sturnira
lilium, permitié analizar la presencias de espermatogonias indiferenciadas (As, Apr, Aal),
asi como espermatogonias A1, A2, A3, A4, intermedias y tipo B.

Se encontré un ciclo espermatogénico completo por lo cual se identificaron todos los
subtipos celulares de espermatogonias A: As, Apr, Aal, A1, A2, A3, A4, intermedias y tipo
B asi como espermatocitos paquiténicos, zigoténicos, espermatocitos secundarios,
espermatides redondas y alargadas en diferentes grados de desarrollo asi como
espermatozoides.

La identificacion con el marcador H3 para la proliferacion de espermatogonias se
encontré positivo en el ndcleo de estas células, localizadas en la base del tubulo
representando espermatogonias A1, A2, A3, A4 e intermedias.

Para el marcador de meiosis SCP1 se encontré positivo para células meibticas
espermatocitos en paquiteno, zigoteno, diploteno, espermatocitos secundarios y
espermatides redondas.

La expresion del factor de células madre C-KIT, fue detectada en la superficie celular de
espermatogonias tipo A1-A4, espermatogonia tipo B, espermatocitos en preleptoteno y
células de Leydig.

Se encontré a VASA como un marcador especifico de la linea germinal que se expresa en
espermatogonias A1, A2, A3y A4.

Se observé la expresion nuclear de OCT-4 en espermatogonias A1, A2, A3y A4. Como
un factor de transcripcion relacionado con la totipotencialidad de células madre de la linea
germinal.
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WT-1 se encontré positivo a células intersticiales asi como la tinica propia y el interior de
los tubulos seminiferos. Por otra parte se detectd la presencia de hormona antimdilleriana
(MIS) en los testiculos diferenciados y presente en toda el &rea del tubulo seminifero.

La especificidad y reactividad de los anticuerpos fue confirmada por andlisis “Western
blot” y se obtuvieron los pesos esperados para H3 que es de 17 KDa. WT-1 de 53 kDa
se encontré a los 50 kDa. La proteina de C-KIT se encontr6 a los 145 kDa. VASA se
encontr6 a los 76 kDa. En cambio para OCT-4 de 50 kDa no se encontr6é el peso
esperado, se observo una banda en los 60 kDa. Se observé que dichas proteinas estan
presentes en ambas especies.

Existe un ciclo continuo en la espermatogénesis debido a que son murciélagos tropicales,
por lo tanto la disponibilidad de alimento cubre los requerimientos energéticos.

En el periodo colectado no se encontr6 rasgos de regresién ya que no hay evidencias de
apoptosis, solo de estados juveniles.
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Xll) ANEXO
Tabla de colecta de organismos.
Numero de organismos por colecta
Fecha de colecta Artibeus jamaicensis Sturnira lilium
20- 21 marzo de 2009 2 2
17-18 mayo de 2009 2 1
11-13 julio de 2009 3 2
8-9 agosto de 2009 1 2
5-7 septiembre de 2009 3 3
29-30 septiembre de 3 2
2009
20 Octubre de 2009 - 3

Tabla del conteo celular Artibeus jamaicensis

3 23 23 42
1 12 14 22
4 9 19 31
3 13 31 30
6 18 26 27
7 10 32 8
3 13 20 12
7 8 22 13
5 22 17
3 13 16 9
4 13 21 18 4
4 3 18 15
5 4 9 10 17
6 6 17 23
7 7 9 49 54
4 7 21 8
3 4 11 19 44
7 6 23
3 2 16 8 40
1 15 22

86 186 392 308 212

Tabla del conteo celular Sturnira lilium

Sertoli espermatogonias espermatocitos espermatides espermatozoides

12 4 25
10 20
1 1 72 100
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10 6 17 8
16 5 41 23
4 9
4 1 10 11 2
4 3 11 14
6 7 28 8 12
9 5 21
10 6 17 22 60
10 1 12 2
9 5 22 2
9 6 26 5
8 4 13 5
6 8 28 8 3
9 3 33
7 7 16
13 3 33
10 6 27 57 90
167 81 409 237 267
Promedio de los pesos de los testiculos
Artibeus Sturnira
0.6 0.9
0.3 0.5
0.7 0.6
0.4 0.5
0.5 0.7
0.4 0.5
0.4 0.4
0.7 0.6
0.5 0.5875
PROMEDIO DEL DIAMETRO DE LOS TUBULOS SEMINIFEROS
103.5 137
81 134
96 126
89.5 116
101 125
99 132
95 144
83 123
101 129
83 121
78 132
81 135
103 126
89 119
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110 113
92 120
96 119
99 102
119 104
100 103
94.8 123

MICROSCOPIA ELECTRONICA TEM / DE ALTA RESOLUCION

1)

2)

3)

© 00 N O O b

)
)
)
)
)
)
10
11
12
3

1
14
15
16
17
18

Diseccion y fijacién del tejido en buffer karnovsky (Karnovsky, 1965) sin calcio (pH
7.4)
Se colocaron en una solucién buffer de cacodilatos de sodio (0.1 m) durante 1
hora.
Se postfijan con tetroxido de osmio (OsQ4) al 1% en buffer de Zetterqvist
(Zetterqvist, 1956).
Lavado con agua destilada 5 minutos
Alcohol 70 % 10 minutos
Alcohol 80 % 10 minutos
Alcohol 90 % 10 minutos
Alcohol 96 % 10 minutos
Alcohol 100 % 15 minutos
) Alcohol 100 % 15 minutos
Oxido de acetonitrilo 20 minutos
Oxido de acetonitrilo 20 minutos
Oxido de acetonitrilo-epon 1:1 1 hora
Oxido de acetonitrilo-epon 1:2 1 hora
Epon puro durante 24 horas.
) Inclusion en epon 812 puro y polimerizar a 60 C overnight.
) Realizar los cortes en ultramicrotomo 1-2 micras y tefiir con azul de toloudina.

)
)
)
)
)
)

Observar al microscopio.

INMUNOHISTOQUIMICA

1)
2)
3)
4)

fijacién del tejido en PFA al 4% durante 20 minutos.

Mantener en una solucion sacarosa al 30 % overnight a 4 °C.

Incluir el tejido en capsulas beem con tissue-tek.

Realizar los cortes en el criostato 15-20 micras con laminillas poli L- lisina.
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5) Vacio durante una hora.
6) Lavado con PBS 1x durante 10 minutos.
7) Lavado con triton x 100 al 1% en PBS durante 10 minutos.
8) Lavado con PBS 1x rapido.
9) Bloquear con albumina al 1% en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente.
10) Incubar con el anticuerpo primario overnight a 4 °C.
Artibeus jamaicensis
Anticuerpos Fluoréforos
H3 CY5
C-kit CY5
Oct4 CY5
SCP1 CY5
H3 SCP1 CY5 Rodamina
H3 C-kit Vasa CY5 Rodamina FITC
H3 Oct4 Vasa CY5 Rodamina FITC
H3 SCP1 Vasa CY5 Rodamina FITC
H3 C-kit Oct4 CY5 Rodamina FITC
Wit-1 MIS Vasa CY5 Rodamina FITC

Sturnira lilium

Anticuerpos Fluoroforos
H3 CY5
C-kit CY5
Oct4 CY5
SCP1 CY5
H3 SCP1 CY5 Rodamina
H3 C-kit Vasa CY5 Rodamina FITC
H3 Oct4 Vasa CY5 Rodamina FITC
H3 SCP1 Vasa CY5 Rodamina FITC
H3 C-kit Oct4 CY5 Rodamina FITC
Wit-1 MIS Vasa CY5 Rodamina FITC
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11) 4 Lavados con PBS 1x durante 5 minutos.

12) Lavado con albumina 1% durante 5 minutos.

13) Incubar con el anticuerpo secundario durante 1 hora T.A.

14) 4 Lavados con PBS 1x durante 5 minutos.

15) Inmunohistoquimica sencilla se montan con DAKO
Dobles o triples sigue:

16) Se postfijan con PFA. Al 4 % durante 15 minutos.

17) 4 Lavados con PBS 1x durante 5 minutos.

18) Se repite desde el paso 7.
ANTICUERPOS INMUNOHISTOQUIMICA

Anticuerpos Especie Marca/ Catalogo Concentracion

C-kit (C-19) Conejo Santa Cruz (sc 1:200
168).

Vasa Conejo Abcam (ab 13840- | 1:500
100)

OCTA4. Conejo Abcam (ab19857) 1:250

SCP1. Conejo Abcam (ab15090) 1:250

H3 Conejo Upstate (06-570) 1:200

Wt-1 (C-19) Conejo Santa Cruz (sc 1:100
192).

MIS (C-20) Cabra Santa Cruz (sc 1:250
6886).

WESTERN BLOT
Extraccion de proteinas
1) Se maceraron ambos testiculos de Sturnira liliumy Artibeus jamaicensis en 200 pl
de PBS 1x, 100 ul de buffer ripa y 5 ul de inhibidores de protesas en mortero a
4°C.
2) se incubaron por 20 minutos en hielo y se centrifugo a 12000 revoluciones por 15
minutos a 4 °C.
3) Se obtuvo el sobrenadante y el pellet, se mantuvieron a -20 °C para su posterior
cuantificacién por el método Lowry modificado.
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Cuantificacion método Lowry (modificado).
Curva Rango .5a5. Stock 10 pug/ml BSA. Agua bidestilada

valores Stock BSA Agua bidestilada
0.5 10 190 pl
1 20 pl 180 pl
2 40 pl 160 pl
3. 60 ul 140 pl
5 100 pl 100 pl

Relacion :
10 pg/ml (X) = .5 pg / ml (200 pl)
X=(.5pug/ml (200 pl)) /10 pg/ pl = 10
Muestras:
1) Tomar 5 pl de muestra y 25 pl de A= 1 ml de reactivo A + 20 pl reactivo S
2) Agitar
3) Poner 200 pul de reactivo B
4) Agitar
5) 15 minutos de incubacion
6) Quitar 100 pl y leer a 620 nm. lector de Elisa.
7) Cuantificacion de proteinas por Elisa para western blot.

Cuantificacién de proteinas de machos adultos (Artibeus jamaicensis y Sturnira lilium).

gl AB20nm) PROMEDI( -
05 0.086 0.086 0083 008 .
1 0.097 0.098 0107 0101 s 7209208 - 00803
2 0.128 0.144 0421 013 -
3 0141 0137 0149 0142 | oree
5 0172 0172 0201 0182 . )

o100

MUESTRAS A620nm) PROMEDIC  mg/ml 50 1g som | &
S0B 1 0.35 0354 0382 13.083 0.038S.[ilium 0060
PELLET1 0.299 0264 0282 9673 0.0528.Jilium 0.040
SOB 2 0157 0162  0.160 3808 0.1314 jamaicensis| o020

PELLET2 0.166 0175 0171 4337 0.1154 jamaicensis| .o . ; L ”

Cuantificacién de proteinas para western blot por el método lowry modificado
Segunda repeticion machos adultos de Artibeus jamaicensis y Sturnira lilium.

A(620nm) Promedio
05 0.106 0.092 0.093 0.097
1 0.136 0.146 0.12 0.134
2 0.236 0.232 0.232 0.23333333
3 0.265 0.277 0.289 0.277
4 0.368 0.368 0.363 0.36633333
| |
| ® |
| _ I
Muestra Promedio mg/m: 50ug/Xml
1 0.825 0.788 0.8065 9.9267
2 064 0.773 0.7065 8.6933
3 0.792 0811 0.8015 9.8600
4 0.399 0.374 0.3865 4.3267
5 0.37 0.369 0.3695 4.1000
6 0.244 0.321 0.2825 2.9400 0.0170raton
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Cuantificacién de proteinas para western blot por el método lowry modificado

Tercera repeticion machos adultos de Artibeus jamaicensis y Sturnira lilium.

A(620nm) Promedio
0.5 0.105 0.097 0117 010633333
1 0.148 0.141 0.154 0.14766667
2 0.274 0.284 0313 0292
3 0.319 0.282 0291 0.29733333
4 0391 0404 0367 0.38733333
1
|
| =l i |
L : |
Muesta Sromedic mg/ml S0ug/Xml
151 0.598 0604 0601 6.6309 0.0075 S. lilium sobrenadante
252 0.596 0708 0652 72822 0.0069 " " .
3ai 0.55 05681 05555 6.0498 00083 A jamaicensis sobrenadante
4a2 0.733 0801 0767 8.7510 00057 " x J
s5s1p 0409 0422 04155 4.2618 0.0117 S. lilium pellet
6s2p 0.453 0508  0.4805 5.0020 oooes " "
7alp 0.253 0.301 0277 2.4930 0.0201 ArJafnamen“m pellet
Ta2p 0.598 0.562 0.58 6.3627 0.0079

Gel poliacrilamida-bisacrilamida desnaturalizante (SDS-page).

Gel separador 7.5% 15%
acilamida/ bis 2ml 4 ml
1.5 M tris HCI PH 8.8 2ml 2ml
Agua bidestilada 3.84ml 1.84 ml
APS (ul) 80 ul 80 ul
TEMED (ul) 10 pl 10 pl

Gel poliacrilamida-bisacrilamida desnaturalizante (SDS-page).

Gel concentrador 7.5%y15 %
acilamida/ bis 1.95 ml
Tris0.5M PH6.8 3.75 ml
Agua bidestilada 9ml
APS (ul) 150 pl
TEMED (ul) 15 ul

1) Se cargaron las muestras con buffer pironina y marcador de peso molecular
kaleidoscope de Bio-rad, los geles se corrieron a 120 v ~ 2 horas.

2) Se realizo la transferencia a membranas PVDF previamente activada con
metanol por 10 minutos.
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3) Los geles fueron inmersos en buffer de transferencia asi como las toallas y las

membranas con la ayuda de transblot se transfirieron por 40 minutos a 400

maA.

4) Posteriormente se bloquearon las membranas por 1 hora PBS-BSA al 3 %.

5) Y se incubaron con el anticuerpo primario en PBS-TWEEN toda la noche.

Anticuerpos para western blot Especie Marca/ Catalogo Concentracion
C-kit (C-19) Conejo | Santa Cruz (sc 1: 500
168).
Vasa Conejo | Abcam (ab 13840- | 1: 500
100)
Oct-4. Conejo | Abcam (ab19857) | 1:500
H3 Conejo Upstate (06-570) 1:500
Wt-1 (C-19) Conejo Santa Cruz (sc 1: 500
192).
6) Se realizaron 2 lavados PBS_TWEEN por 5 minutos

)
7)
8)
9)
0
’

Se realizo 1 lavado PBS 1x.

Se incubo con anticuerpo secundario antirabbit por 1 hora
Se realizaron 2 lavados PBS_TWEEN por 5 minutos

10) Se realizo 1 lavado PBS 1x.

11) Se reveld con tetracloruro de diaminobenzidina (DAB) y se detuvo la reaccion

con agua.

REACTIVOS
DAB BUFFER RIPA PBS TWEEN Gel
10 ml pbs tween Tris 50 pM 750 pl Tween Tris1.5M PH 8.8
10 pl peroxide NaCl 150 uM 250 ml PBS 1x Tris 36.33 g — 200m|

DAB

NP40 1% dioxicolato de Na

0.5 %.

Buffer transferencia al

20 % metanol
PBS

SDS 10 %
Acrilamida 30 %

Bis acrilamida 0.8%
APS 10%.

Tris .5 M ph 6.8

tris 6g — 100 ml SDS
10%
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