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RESUMEN

MONTELONGO SOLIS PAOLA. Diferenciacion de Células Testiculares Postnatales en el

Conejo Chinchilla (bajo la direccion de: Dra. Rosa Maria Vigueras Villasefior).

El conejo O. cuniculus es una especie que ofrece ventajas para estudios reproductivos en
machos debido a que los periodos en el desarrollo testicular se asemejan a los del humano.
La raza por excelencia empleada ha sido la Nueva Zelanda sin embargo se conoce que esta
desarrolla diabetes y es propensa a obesidad a largo plazo, patologias que afectan la funcién
reproductiva. El conejo Chinchilla es una alternativa para investigacion, sin embargo el
desarrollo testicular postnatal se desconoce. Por tanto el objetivo de este trabajo fue
describir el desarrollo morfologico de los cordones/tubulos seminiferos y sus componentes
celulares; ademas de estimar el indice de proliferacion celular del epitelio seminifero en
etapa postnatal.

La evaluacion de cortes semifinos, permitieron identificar las células testiculares
postnatales y a través de inmunohistoquimicas se monitored la actividad proliferativa de
estas células. Encontramos que los gonocitos, se diferencian a espermatogonias entre los 50
y 60 dias post parto (dpp), coincidiendo con el descenso testicular. Asi mismo las células de
Sertoli y germinales tienen un comportamiento proliferativo que decrece entre los 3 y 35
dpp, mostrando ausencia proliferativa total a los 50 dpp. Posterior a esta edad se reactiva la
proliferacion por mitosis y meiosis de la espermatogéneis, la cual se completara posterior a
los 100 dpp. El anélisis de resultados mostro que existen variantes en el desarrollo testicular
entre las diferentes razas de conejos que deben ser tomadas en cuenta al considerar a esta

especie como modelo de investigacion en el campo de biologia de la reproduccion.



1.0 INTRODUCCION

1.1 Diferenciacién Sexual

En los mamiferos placentados, la determinacion sexual genética ocurre al fusionarse los
pronucleos del espermatozoide y el ovocito formando el nucleo del cigoto, para las hembras
una constitucién cromosémica XX, y para los machos XY. La determinacion sexual
gonadal representa el establecimiento y estabilizacion de vias dimorficas de expresion
génica conducentes a la diferenciacion de ovarios o testiculos. Este proceso complejo de
patron dimorfico de comportamiento sexual se inicia con la activacion del gen Sry que
actua como un “switch” e inicia la determinacion del testiculo desencadenando la expresion
de diversos genes, por ello es considerado como el factor determinante del testiculo (Fdt)*.
Por lo que su presencia lleva al desarrollo en sentido masculino y su ausencia establece el

desarrollo en sentido femenino (Fig. 1)
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Figura 1: Diferenciacion Sexual

Esquema que muestra la participacion de los genes SRY, SOX9 y otros genes para la
diferenciacion sexual .



1.2 Desarrollo de las gbnadas

Las gdnadas aparecen inicialmente como un par de eminencias longitudinales, los pliegues
0 crestas genitales, que se forman por la proliferacion del epitelio superficial y la
condensacion del mesénquima subyacente. Las células germinales primordiales se observan
en una etapa temprana del desarrollo entre las células endodérmicas de la pared del saco
vitelino cerca del alantoides. Migran por movimientos, tipo “ameboides”, a lo largo del
mesenterio dorsal del intestino posterior y llegan a las génadas primitivas e invaden las

crestas genitales (Fig. 2).

Intestino Intestino
anterior posterior

Cresta

Alantoides ;
genital

Intestino posterior

Células
germinales
primordiales

Corazén Cresta genital

Mesonefros

Saco vitelino

Figura 2: Origen de las células germinales

Esquema en donde se observa el origen de las células germinales primordiales y su
migracion a las crestas gonadales. A) Se observan células germinales primordiales en la
pared del saco vitelino cerca de la insercion del alantoides. B) Patron de migracion de las
células germinales primordiales a lo largo de la pared del intestino posterior y llegando a la
cresta genital®.

Las células epiteliales penetran en el mesénquima subyacente, donde forman cordones de
forma irregular, los cordones sexuales primitivos. En embriones masculinos y femeninos,
los cordones estan unidos al epitelio superficial, y en esta etapa es imposible diferenciar la

génada masculina de la femenina. Por lo que se le denomina génada indiferenciada’.



1.3 Desarrollo postnatal del testiculo

Por influencia del gen SRY que codifica el Fdt, los cordones sexuales primitivos siguen
proliferando y se introducen profundamente en la medula gonadal para formar los cordones
testiculares. Hacia el hilio de la glandula, los cordones se disgregan en una red de
filamentos celulares diminutos que ulteriormente daran origen a la rete testis. Los cordones
testiculares toman una forma de herradura y sus extremos se contindan con los de la rete
testis. Los cordones testiculares estan compuestos en este momento por células germinales
primordiales y células sustentaculares de Sertoli que se derivan del epitelio superficial de la
glandula’.

La diferenciacion de la gonada en testiculo, la produccién de hormonas y factores de
crecimiento es completada en diferentes dias de gestacion dependiendo de la especie *
(Figura 3).

Especies Dias de gestacion
Conejo 22
Raton 14
Rata 16
Humano 56

Figura 3: Tabla que muestra edades de diferenciacion gonadal en diferentes especies*

Las células intersticiales de Leydig se desarrollan a partir del mesenquima original de la
cresta gonadal y se encuentran entre los cordones testiculares. Comienzan a desarrollarse
poco después de iniciada la diferenciacion de los cordones. Las células de Leydig empiezan
a producir testosterona y el testiculo puede influir entonces en la diferenciacion sexual de
los conductos genitales y de los genitales externos’.

Inicialmente todos los embriones, ya sean hembras o machos, tienen dos pares de
conductos genitales: los mesonéfricos (WolF) y los paramesonéfricos (Miller). Como ya
sabemos el gen SRY es el encargado del desarrollo testicular. Pero también se sabe que
SOX9 se une a la regién promotora del gen para la produccion de la hormona
antimalleriana en las células de Sertoli. SRY y SOX9 inducen a los testiculos a secretar

FGF9, que actua como factor quimioatrayente que lleva a los tibulos del conducto de Wolf



a penetrar en la cresta gonadal. Sin esta penetracién, no se podria continuar la

diferenciacion testicular.

A B

Conducto de Wolff Cordones de la red testicular

Tunica albuginea
Cordones seminiferos en forma
de herradura que contienen

los precursores de las células
de Sertoli y de las células germinales

Tubo mesonéfrico

Red blastémica

Tubulos secretores mesonéfricos
(vasos eferentes)

Matriz mesenquimatosa
con las células de Leydig
Cordones testiculares \ Conducto de Miiller

Conducto de Wolff
(vasos deferentes)

Conducto de Muiller o )
Tunica albuginea

Figura 4: Formacién de capsula testicular y tubos seminiferos

A) Los cordones sexuales primitivos proliferan en la meédula y establecen contacto con la
rete testis. La tunica albuginea separa los cordones testiculares del epitelio célomico para
finalmente formar la capsula testicular. B) Forma de herradura de los tubos seminiferos y
su continuidad con los cordones de la rete testis®.

El gen SRY a través de SOX9 regula positivamente la produccion del factor de
esteroidogénesis 1 (SF1), que estimula la diferenciacién de las células de Sertoli y Leydig.
SF1 junto con SOX9 aumentan la concentracion de la hormona antimilleriana y
determinan la regresion de los conductos de Mdller. En las células de Leydig SF1 regula
positivamente a los genes para que las enzimas sinteticen testosterona. La testosterona
ingresa en las células de los tejidos efectores, donde permanece intacta o se transforma a
dihidrotestosterona por la acciéon de la 5o reductasa. Los complejos testosterona con su
receptor intervienen en la virilizacion de los conductos de Wolf que han de formar los
conductos deferentes, las vesiculas seminales, los conductos eferentes y el epididimo.
(Figura 4). EI complejo dihidrotestosterona con su receptor modulan la diferenciacién de
los genitales externos masculinos. Los conductos de Wolff persisten y forman los
conductos genitales principales. Inmediatamente por debajo de la desembocadura de los
conductillos eferentes, los conductos mesonéfricos se alargan y se enrollan sobre si
mismos, y dan lugar al conducto del epididimo (Figura 5). Desde la cola del epididimo
hasta la evaginacion de la vesicula seminal, los conductos mesonéfricos adquieren una

gruesa tlnica muscular y se denominan conductos/vasos deferentes >°.
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Figura 5: Desarrollo del sistema genital tubular del macho

Las células de Sertoli produce el factor inhibidor de los conductos de Miller. Wolff se
mantiene por la influencia de los androgenos producidos por los testiculos (Modificado de
Cunningham)”.

Las células de Sertoli fetales producen la hormona antimulleriana (MIS) que ademas de
inducir la degeneracion de los conductos de Miiller, dicha hormona también interfiere con
las células de Leydig, que ya se menciono se desarrollan a partir del mesenquima original
de la cresta gonadal. De 2 a 3 dias después de su diferenciacion, las celulas Leydig
secretaran testosterona y también el péptido similar a la insulina 3 (INSL3) °.

Inicialmente la secrecién de la testosterona esta bajo control de la hormona gonadotropina
coridnica humana (hCG) de origen materno®. En etapas mas avanzadas de la gestacion la
secrecion de la testosterona estd dada por la hormona luteinizante (LH) fetal; el testiculo
fetal produce también testosterona que actuara en el hipotdlamo determinando con esto el
ritmo de liberacion de las gonadotropinas hipofisiarias, es decir, LH y la hormona foliculo

estimulante (FSH) que regulan la funcién testicular de manera ténica y pulsatil ’.

1.3.1 Diferenciacion y Proliferacion de Células Testiculares Postnatales.

Células Leydig

Las células Leydig adultas surgen a partir de las células mesenquimatosas del intersticio del
testiculo. El proceso comienza con la ubicacion del reticulo endoplasmico liso, en un polo
de la célula®’.

El primer paso de las células mesenquimatosas para su diferenciacion, es la transformacion

de células madre en celulas progenitoras. Las células de Leydig progenitoras son



morfolégicamente idénticas a las células Leydig madre, pero son claramente reconocibles
por que producen enzimas esteroidogenicas y son capaces de producir androgenos y
desarrollan receptores para la LH. Cuando las células Leydig madre se diferencian en
células de Leydig progenitoras, simultdneamente adquieren los citocromos 3B-HSD y
p450cl7, ademds, de que las células adquieren enzimas esteroidogénicas antes de ganar
receptores para LH.

El siguiente paso es la transformacion de las células progenitoras en células Leydig adultas.
La diferencia més destacada entre estas células es el cambio de forma, de alargadas a
poligonales. Esta diferenciacion es acompafiada por movimientos en direccién al centro del
intersticio, ademas, estas son mas pequefias que las células Leydig adultas inmaduras y
maduras. Las nuevas células de Leydig formadas no contienen deshidrogenasa-1 (11p-
HSD1), cuando las células de Leydig adultas se acaban de diferenciar tan solo secretan el
40% de testosterona en comparacion con las que ya estan bien diferenciadas. En
comparacion con las células maduras e inmaduras cuentan con una gran capacidad de
secretar androstenediona en etapa postnatal ®°.

El tamafio de las nuevas células formadas se incrementa, al ir adquiriendo mas citoplasma;
con la diferenciacién a células de Leydig adultas inmaduras. Su diferenciacion es clara
porque el citoplasma se llena de gotas de lipidos. EI nimero total de gotas de lipidos asi
como también el tamafio individual de estos lipidos en las células de Leydig adultas
inmaduras post-natales parecen ser mas pequefias que en las células de Leydig adultas
inmaduras fetales®”.

Estas células son el tipo dominante del linaje de las células Leydig de la etapa postnatal, las
nuevas células de Leydig adultas inmaduras son positivas para la enzima 113-HSD1. Sin
embargo la actividad de la 17B-HSD, permanece baja en etapa postnatal, como resultado la
habilidad de las células de Leydig adultas inmaduras de producir testosterona es mas baja
en comparacion con las células de Leydig adultas maduras ®°.

El paso final en el desarrollo de las células de Leydig, es la transformacion de las células de
Leydig adultas inmaduras a maduras. Esta transicion se caracteriza por un incremento en el
tamafio de la célula y la desaparicion de las gotas lipidicas del citoplasma. La capacidad de

secretar testosterona se incrementa significativamente, porque, adquieren mas organelos los



cuales son necesarios para la produccion de esteroides y aumenta la sensibilidad a la LH en
circulacion, esto es debido a la adquisicion de un gran namero de receptores. Con el
incremento en el volumen de los organelos tales como reticulo endoplasmico liso, las
células ganan mas actividad de las enzimas esteroidogénicas, particularmente 173-HSD,

que catalizan el Gltimo paso de la sintesis de testosterona (figura 6) *°.

1 ‘ Células de Leydig adultas

E\-\ N inmaduras
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Figura 6: Diferenciacion de células de Leydig

Esquema que muestra los tipos celulares durante la diferenciacion de las células de
Leydig®.

Proliferacion de las células de Sertoli

La fertilidad masculina y el proceso de espermatogénesis dependen de los factores
producidos por las células de Sertoli que son requeridos para el desarrollo de las células
germinales '>*. El nimero de células de Sertoli en el adulto esta determinado por el tamafio
de ambos testiculos y la produccién diaria de los espermatozoides, esto se debe a que cada
célula de Sertoli tiene la capacidad para albergar determinado numero de células
germinales, sin embargo esta capacidad varia entre especies. EI numero de células de
Sertoli esta determinado antes de la edad adulta******,

Las células de Sertoli proliferan, en todas las especies, durante tres etapas de la vida, en el
periodo fetal, neonatal y en el periodo peripubertal (figura 7). Especies como la rata donde
existe mas datos sobre estas etapas de proliferacion, se contraponen con el humano, ya que

en el hombre estos periodos estan separados por décadas y en la rata las etapas neonatales y



puberales se traslapan. Esto permite reconsiderar a la rata como modelo de estudio en este

campo de investigacion ¥,
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Figura 7: Proliferacion de células de Sertoli

Esquema que muestra los periodos de proliferacion de las células de Sertoli en diferentes
especies **.

Gonocitos

Se ha mencionado la migracién de las células germinales primordiales desde las capas
endodermicas de la pared del saco vitelino hasta la invasion de las crestas genitales. Una
vez ubicadas en la futura génada dejan de migrar y reducen, aunque no desaparecen, la
expresion de produccion de la enzima fosfatasa alcalina y se diferencian a gonocitos.

Los gonocitos son células grandes, redondas con bordes definidos, con pocos organelos,
aungue sus mitocondrias son evidentes y dispuestas alrededor del nucleo, con uno o dos
nucléolos y se tifien palidas'. Este tipo celular sintetiza diversas proteinas que les permite
mantenerse en estado pluripotente como OCT3/4 **, fosfatasa alcalina, NANOG y AP2y™.
En etapas postnatales se diferencian a espermatogonias bajo la participacion de factores
producidos por las células de Sertoli como las moléculas de adhesion celular neuronal
(NCAM, por sus siglas en inglés) ***, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF,

por sus siglas en inglés)**, factor de células stem (SCF, por sus siglas en inglés)*** y
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reducen la produccién de las proteinas de pluripotencialidad antes mencionadas. Durante
este proceso de diferenciacion proliferan, aunque no siempre, y migran hasta la lamina
basal. Todos estos procesos han sido descritos principalmente en la rata. Si por alguna
razén esta maduracion no se lleva a cabo, los gonocitos degeneran, es decir, solo existe esta
ventana de tiempo para su diferenciacion. Reiterando, sin esta maduracion (que incluye la
diferenciacion a espermatogonias stem) se presenta degeneracion y ya no se tendran células
que produzcan espermatozoides *°, nunca mas en la vida adulta, de estos desafortunados

machos.

1.4 Testiculo maduro

El testiculo es el drgano central del aparato reproductor masculino. Sin embargo debe
recordarse que todas las funciones testiculares estan influenciadas por el sistema
neuroendocrino. El testiculo es responsable de la esteroidogénesis, principalmente de la
produccién de andrdgenos, en las células de Leydig; y la generacion de gametos haploides
mediante la espermatogénesis en los tdbulos seminiferos. Dentro de los tabulos seminiferos
existen dos poblaciones celulares que son las células germinales que se transformaran a
espermatozoides a partir de espermatogonias por el proceso ya mencionado denominado
espermatogénesis; y las células de sostén denominas células de Sertoli que son las células
que proporcionan apoyo Yy nutrientes a las células germinales en desarrollo. Existen
estrechos complejos de union entre las células de Sertoli que son el principal componente
de la barrera hematotesticular, que funcionalmente impide el paso de determinados
componentes de la sangre y del liquido intersticial a un compartimento interno del tabulo
seminifero denominado adluminal (ver descripcién adelante)°.

El testiculo tiene un compartimento intersticial que contiene a las células de Leydig, que
rodean a los tabulos seminiferos y via paracrina y enddcrina envian testosterona y estradiol
a los tubos seminiferos>'.

El epitelio seminifero se encuentra dividido en dos compartimentos el basal y el adluminal
delimitados por las uniones estrechas de las células de sostén (Sertoli), protegiendo asi a las

células que llevan al cabo la meiosis (espermatocitos). En el compartimento basal se
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ubican las espermatogonias que se dividen por mitosis y se localizan por debajo de las
uniones estrechas* (figura 8).

La funcion testicular normal y especialmente la espermatogénesis, dependen de la
temperatura y requiere un medio con una temperatura inferior a la corporal. Por tanto los

testiculos normalmente se localizan fuera de la cavidad abdominal, en el escroto *.

1.4.1 Espermatogénesis

En la espermatogénesis se distinguen cuatro fases: a) proliferacion mitdtica o
espermatocitogénesis, b) proliferacion meidtica, c) diferenciacibn morfolégica o
espermiogénesis y d) espermiacion.

a) Espermatocitogénesis. Esta es la fase inicial de la espermatogénesis, la proliferacion de
algunas de las espermatogonias A, que son células que ocupan la posicion mas periférica y
basal en el epitelio seminifero. Como resultado de las divisiones mitéticas de estas
espermatogonias, muchas se diferencian a un estado de maduracion superior, originando las
espermatogonias B. Estas células se desplazan de la membrana basal y dejan de dividirse
mitoticamente, iniciando la meiosis y ahora son llamadas espermatocitos. Las
espermatogonias restantes siguen dividiéndose por lo cual las reservas de estas
espermatogonias en los tubos seminiferos no disminuyen.

b) La proliferacion meiética es la fase donde los espermatocitos primarios y secundarios
dan origen a las espermatidas. Antes de iniciarse la meiosis durante la fase S de su ciclo
celular, su cantidad de DNA se ha duplicado (ha pasado de 2n a 4n, estado tetraploide).
Durante la primera division meidtica cada par de cromosomas homdélogos duplicados
emigra a uno de los polos para que después de la division queden dos células diploides
(2n). Con la segunda division mei6tica se obtienen cuatro células hijas haploides (n), cada
una con la mitad de cromosomas que la célula madre o inicial. Este tipo de division
reduccional s6lo se presenta en las células germinales, y es necesario para evitar que el
numero de cromosomas se vaya duplicando en cada generacion, ademas de que este tipo de
division permite la recombinacion genética. Estas divisiones son muy rapidas, se inician
con la madurez sexual y se repiten a expensas de nuevas espermatogonias que se van

diferenciando en los tibulos seminiferos hasta edad muy avanzada®*.
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c) En la fase de la espermiogénesis, las espermétidas mediante un proceso de diferenciacion
morfologica, fisioldgica, bioquimica y molecular, forman los espermatozoides. Este es
progresivo, inicia con la formacion del granulo acrosomico. Este granulo se forma a partir
de la fusién de uno a cuatro granulos pequefios que se llaman granulos proacrosémicos que
aparecen en la zona del aparato de Golgi. Al mismo tiempo un filamento fino emerge del
centriolo distal para dar origen a las estructuras del flagelo. A continuacién el granulo
acrosomico se aplana cerca del ndcleo y su membrana (vesicula acrosomica) se extiende
sobre la superficie del nacleo, formando una capucha que sigue creciendo hasta alcanzar su
maximo tamafio y se convierte en el acrosoma caracteristico de cada especie. El centriolo
proximal que no participa en la organizacion del flagelo, se adhiere a la zona posterior del
nucleo y posteriormente migra hacia la region del cuello donde quedara almacenado para
ser utilizado como centro organizador de los microtubulos en los primeros estadios del
cigoto inmediatamente después de la fertilizacion. Por su parte el flagelo sigue creciendo a
partir del centriolo distal. A partir de este momento se inicia el proceso en el que las
espermatidas redondas empiezan a alargarse presentando un aplanamiento y la
condensacion del nucleo y el citoplasma. Las mitocondrias también migran a la region del
cuello donde posteriormente se organizaran alrededor de la pieza principal del flagelo.
Algunos autores dividen para su estudio la espermiogénesis ya descrita en cuatro etapas: la
etapa de Golgi, cuando se forma el granulo acrosémico; la etapa del capuchdén cuando el
granulo se extiende sobre el nucleo; la etapa del acrosoma cuando el granulo se transforma
en esta estructura, migran los centriolos y las mitocondrias, y por Ultimo la etapa de
maduracién, cuando la espermatida elongada se convertirse en espermatozoide ***’.

d) Fase de la espermiacion o expulsion de los espermatozoides hacia la luz del epitelio
seminifero, que estan listos para abandonar la proteccion de las células sustentaculares. Este
consiste en la expulsion de las espermatidas maduras hacia el lumen de los tubos
seminiferos. Se ha propuesto que este proceso depende de la LH, probablemente como una
homologia a la ovulacion®.

Durante la espermatogénesis algunas espermatogonias y espermatocitos entran en apoptosis

o muerte celular programada como un proceso de seleccion natural®.
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Figura 8: Epitelio Seminifero

Epitelio seminifero en donde se muestra a las células germinales en diferentes fases de
desarrollo y las células de Sertoli que dan soporte®.
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1.5 Ki-67

En el contenido de esta introduccion se ha descrito a cerca de la importancia que tienen la
proliferacion y maduracion de células basicas para el establecimiento de la fertilidad en
machos. Como parte de monitoreo a esta actividad se usd en la parte practica, en las
inmunohistoquimicas el anticuerpo Ki-67.

Ki-67 (MKI67) es un proteina nuclear grande que se expresa durante todas las fases activas
del ciclo celular (G1, S, G2 y M fases), pero esta ausente en las células en reposo (G0). Se
usa como marcador celular para la proliferacion. Se asocia estrechamente a la proliferacion
celular. Durante la interfase, el antigeno Ki-67 puede ser detectado exclusivamente en el
nacleo de la célula, mientras que en la mitosis la mayor parte de la proteina se traslada a la
superficie de los cromosomas. Ki-67 es un excelente marcador para determinar la fraccion
de crecimiento de una poblacion celular determinada. La fraccion de Ki-67 positiva a las
células tumorales (indice de marcaje) se correlaciona con la evolucién clinica del cancer.
Los ejemplos estudiados en este contexto son los carcinomas de prostata, de cerebro y de
glandula mamaria. Para estos tipos de tumores, el valor prondstico para la supervivencia y
la recurrencia del tumor han sido repetidamente demostrado en analisis uni y

multivariados®.

1.6 Requlacion hormonal: Eje hipotdlamo-hipéfisis-testiculo

El aparato reproductor del macho esta regulado por sistemas de retroalimentacion donde
participan el hipotalamo, el 16bulo anterior de la hipdfisis y los testiculos.

El hipotalamo sintetiza y secreta de forma pulsétil la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), que actta sobre las células gonadotropicas de la adenohipdfisis.
Estas células estimuladas por la GnRH, sintetizan y secretan dos gonadotropinas: la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la LH. Ambas son glicoproteinas heterodimeras
formadas por dos péptidos unidos mediante enlaces no covalentes. Cada célula gonadotropa
tiene la capacidad para sintetizar FSH, LH o ambas. Su liberacion depende de los patrones
pulsatiles de secrecion de GnRH. Pulsos irregulares y pequefia amplitud resultan en la

liberacién de FSH, mientras que pulsos de alta frecuencia inducen la liberacién de LH”.
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Dentro del testiculo la LH se une a los receptores de membrana de las células de Leydig y
estimula en ellos la conversion del colesterol en testosterona. Una vez sintetizados, los
androgenos se difunden a sangre, donde se unen a las proteinas transportadoras de
andrdégenos (ABP), que se producen en las células de Sertoli. Altas concentraciones locales
de androégenos dentro del testiculo se consideran esenciales para que la espermiogénesis
pueda darse con normalidad. Las ABP potencian la acumulacion de altas concentraciones
de testosterona y de dihidrotestosterona dentro de los tubulos seminiferos y en el intersticio
de los testiculos. Dentro de estos, las células diana de la testosterona son las células
mioides peritubulares y las células de Sertoli, que envuelven y soportan a las células
espermaticas en desarrollo. Se sabe que la FSH tiene receptores especificos en las células
de Sertoli dentro de los tubulos seminiferos. La FSH y la testosterona estimulan ciertas
funciones de las células de Sertoli, algunos ejemplos son la sintesis y liberacién de las
ABP, la inhibina, activina, estrogenos, ceruloplasmina, transferrina, factores de
crecimiento, entre otros, que estan implicados en la transferencia de los factores necesarios
a las células germinales para llevar a cabo la meiosis, la maduracion de los espermatocitos
y la espermiacion>****. La produccién de esteroides por las células de Leydig puede
inhibirse por un producto sintetizado y liberado por las células de Sertoli. Esta sustancia es
la inhibina; la cual en trabajo conjunto con la testosterona estan implicadas en el sistema
de retroalimentacion de la funcién hipofisiaria.

Los esteroides gonadales suprimen la liberacién de LH; sin embargo la inhibina es el
inhibidor méas potente de la secrecion de FSH. La testosterona, la dihidrotestosterona y los
estrogenos regulan la sintesis y liberacién de LH a través de una retroalimentacion negativa

ejercida a nivel del hipotalamo o del I6bulo anterior de la hipéfisis™** (Figura 9).
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1.7 Modelos Animales en la Investigacion.

Practicamente todos los avances médicos importantes relacionados con la salud de los seres
humanos y de los animales, se han logrado a través de la investigacion biomedica con
modelos animales. Ademas, la investigacion basada en animales ha sido un componente
esencial de todos los campos de la investigacion médica e indispensable en el proceso de
generacion de conocimientos basicos en la biologia. Las aportaciones de estos
descubrimientos realizados en los ultimos afios han impactado positivamente la calidad de
vida de los seres humanos y de los mismos animales que también han recibido el beneficio
de los resultados de la investigacion biomédica, por ejemplo, incrementando en afios la
expectativa de vida o bien dando tratamientos eficientes contra enfermedades degenerativas
ya sea para los seres humanos o incluso a los propios animales.

Para iniciar el estudio de cualquier patologia siempre se debe partir de un modelo animal
experimental, sistema que debe ser apropiadamente examinado por métodos cientificos que
nos proporcione informacion sobre mecanismos fisiolégicos normales, ademas tener la
morfologia descrita con el fin de que se puedan hacer analogias con el ser humano. Este
periodo de la investigacion se le conoce como investigacion basica, que es la etapa durante
la cual se analizan caracteristicas basicas morfoldgicas **.

El conejo (Oryctolagus cuniculus) es un modelo animal Gtil para una gran variedad de &reas
en la investigacion biomédica como la fecundacion in vitro®, la embriologia**,
neurofisiologia®®, oftalmologia *, inmunologia®* e investigacion cardiovascular®. El
conejo también se utiliza como modelo para estudios de toxicologias reproductivas, para el

51,52

analisis de los efectos de farmacos/sustancias sobre el embrién®>* y el desarrollo fetal®.

Ademas son valiosos modelos animales, especificamente para el estudio de toxicologias y
patologias reproductivas masculina® .

Varios autores enlistan multiples ventajas para considerar usar al conejo en lugar de los
roedores, que son estos Ultimos en los cuales se ha prestado considerable atencién en
estudios de toxicidad reproductiva y poco se sabe en especies como los conejos™. El
presente trabajo estd enfocado en la descripcion morfolégica y cronoldgica de las células
testiculares postnatales presentes en el testiculo del conejo con la finalidad de que se

considere como base para estudios de patologias especificas, por ejemplo, el cancer


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cupello%20A%22%5BAuthor%5D
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testicular, rastreo de disruptores endocrinos y otros sindromes que afectan al aparato
reproductor masculino.

También es importante tener en cuenta que los conejos tienen una infancia relativamente
larga (etapa de reposo) en su periodo de desarrollo reproductivo, similar a la del ser
humano (ver figura 10 - graficos comparativos 1).

Si hacemos comparaciones con las etapas reproductivas del conejo, el humano y de los
roedores, observaremos que estas etapas, en los roedores, son muy cortas en tiempo y
tedricamente se dice que las etapas neonatal y puberal estan traslapadas; es precisamente la
especie mas utilizada y en la cual se han hecho mayor nimero de estudios de toxicidad
reproductiva.

En otras especies como el conejo, el campo de investigacién basica de la funcion
reproductiva ha sido poco explorado; consideramos importante reiterar que en los conejos
existen pocos estudios de toxicidad reproductiva.

La raza de conejos Chinchilla estdndar ofrece algunas ventajas sobre la raza Nueva
Zelanda. Su menor tamario (Chinchilla: 2.4 kg a 2.6 kg; Nueva Zelanda: 3.2 kg a 3.8 kg, gr)
(ver figura 11- grafico comparativo 2) que facilita el manejo, tienen menor consumo de
alimento y nos proporciona méas espacio de jaula para manejar poblaciones mas numerosas;

lo que nos reduce costos de mantenimiento.
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Figura 10 - Gréaficos Comparativos 1: Comparacion de etapas reproductivas de
humanos, conejos y ratas.
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Comparacidn de graficos donde se muestran etapas de crecimiento y reproductivas (desde
el nacimiento, prepuberal, puberal y adulta como sin6nimo de madurez sexual), siendo
claro que en el conejo y el humano la etapa de quiescencia entre el nacimiento y la
prepuberal es amplia y no se empalma en tiempo como en el caso de las ratas.
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Figura 11 - Gréaficos Comparativos 2: Comparacion de graficas de crecimiento de
raza Chinchilla vs Nueva Zelanda.

Comparacion de las curvas de crecimiento de la raza Chinchilla contra la raza Nueva
Zelanda. Importante resaltar las diferencias de peso y tiempo, en que alcanzan sus
maximos parametros de crecimiento®.
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2.0 JUSTIFICACION

No existen reportes que describan el desarrollo de células testiculares postnatales en el
conejo Chinchilla que puede ser empleado para estudios en el campo de la biologia
reproductiva, ademas este trabajo contribuye al conocimiento de la biologia reproductiva de
esta raza. Considerando que nos ofrece ventajas sobre la raza Nueva Zelanda, que como
sabemos es la raza méas usada en los modelos animales de experimentacion; existen reportes
de que los machos de esta raza, la Nueva Zelanda, tienen gran predisposicion a padecer
diabetes mellitus espontanea y obesidad. Estas patologias se contraponen en varios aspectos
de la fisiologia reproductiva normal y por lo tanto, la presencia y/o aparicion de una u otra
de estas enfermedades, nos dificultarian la realizacion de pruebas de fertilidad, perfiles

endocrinos (testosterona), habilidad de apareamiento y calidad seminal.

3.0 OBJETIVO GENERAL

Describir el desarrollo del epitelio seminifero en el testiculo postnatal del conejo
Chinchilla.

3.1 Objetivos Particulares

e Describir el desarrollo morfoldgico e histomorfométrico de los tubulos seminiferos
y sus componentes celulares en el testiculo del conejo Chinchilla.

e Estimar el indice de proliferacion celular del epitelio seminifero del conejo
Chinchilla en desarrollo.

e Determinar el momento en que los gonocitos migran hacia la lamina basal, y

adquieren caracteristicas morfoldgicas de espermatogonias.

4.0 MATERIAL Y METODOS

4.1 Animales

Se emplearon 30 conejos macho (Oryctolagus cuniculus) raza Chinchilla estandar, sin
manipulacion experimental clinicamente sanos con un estado microbiolégico convencional,
donados por el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. El manejo y traslado

de los animales se realiz6 con estricto apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO0-
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1999 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio”. Ademas siguiendo al pie de la letra los reglamentos internos de principios de
ética y trato a los animales del Instituto Nacional de Pediatria.

Se estudiaron 3 conejos para cada edad: 3, 6, 10, 20, 35, 50, 60, 70, 80 y 100 dias post
parto (dpp). En el caso de las hembras gestantes para obtener las crias antes del destete
(hasta 35 dpp), estas se mantuvieron en jaulas de acero inoxidable individuales (90 cm x 60
cm x 40 cm de altura), en ciclos de 12 horas luz — 12 horas oscuridad. Temperatura
ambiente entre 17 a 24 °C. Agua y alimento en pelletes (conejina, Purina, México) a libre
acceso. Para construir nidos, se proporcionaron cajas de madera (40 cm x 35 cm x 15 cm
de altura), abiertas por la parte superior y rellenas de viruta de madera, 3 dias antes del
término de la gestacion.

Una vez destetados, a partir del 40 dpp se colocaron dos hermanos de camada en cajas de
acero inoxidable (50cm x 60 cm x 40 cm de altura), donde las condiciones medio

ambientales se mantuvieron, como las ya mencionadas.

4.2 Procedimiento para recopilacion de datos estadisticos

Cada uno de los conejos que forma parte de este estudio fue pesado individualmente; de la
misma forma una vez que se obtuvieron quirdrgicamente los testiculos fueron pesados cada
uno por separado. Esto con la finalidad de obtener tablas y gréaficas de peso corporal,

testicular y relacion de peso testicular, respecto al corporal.

4.3 Procedimiento para obtener tejido testicular.

El procedimiento utilizado para las edades de: 3, 6, 10 y 20 dpp, consistié en iniciar con el
sacrificio humanitario por una sobre dosis de pentobarbital sddico (IP 60 mg/kg; Pfizer) y
extraer quirdrgicamente los testiculos.

El procedimiento utilizado en los conejos de edades: 35, 50, 60, 70, 80 y 100 dpp fue
obtener los testiculos a través de la técnica quirdrgica de castracion. Iniciando con
induccion de la anestesia (IP ketamina 45 mg/kg), previa sedacion (IP xilacina 10 mg/kg).
Continuamos con antisepsia de la region abdominal e inguinal para realizar cortes en la piel
escrotal (ambos lados) paralelos al pene, teniendo cuidado de no afectar tdnica vaginal. Se

desprendi6 el testiculo del escroto conservando integra la tunica vaginal, que esta



23

firmemente adherida al tejido subcutaneo. Se hizo una diseccion cuidadosa y delicada. Al
final del escroto la tanica vaginal estd fuertemente unida por el ligamento de la cola del
epididimo, el cual se debid desgarrar para poder exteriorizar el testiculo.

Una vez que el testiculo se extrajo del escroto se fracciond caudalmente, para exponer las
fascias que lo recubren, de tal manera que quedd perfectamente visible la parte mas
estrecha del corddn, con la finalidad de retirar el testiculo (importante no exteriorizar
excesivamente ya que se puede dafiar el uréter). Colocamos en el cordén dos o tres
ligaduras y pinza de hemostasis. Finalmente suturamos la piel con intradérmicas de nudos
ocultos®’.

Estos conejos se donaron para abasto, previa recuperacion con administracion de
analgésico (dipirona, IM 25 mg/kg) y antibioticos (amikacina, IM 10 mg/kg) durante 5

dias.

4.4 Procesamiento del tejido testicular para su estudio morfolégico e histomorfométrico

Una vez obtenidos los testiculos se lavaron y se pesaron. El testiculo derecho de cada
animal se fijo en Karnovsky modificado por 24 horas. Posteriormente hicimos lavados con
buffer de Cacodilatos de sodio al 0.1 M, durante 2 horas. Para la postfijacion del tejido se
colocaron en Tetréxido de Osmio al 1% (Zelterquist), durante 1 hora. La deshidratacion de
la muestra se procesd con pases sucesivos de alcoholes a partir de 60%, 70%, 80%, 90%,
96% hasta llegar a alcohol absoluto, durante 10 a 15 minutos en cada uno. Para iniciar el
proceso de inclusion de la resina, a las muestras se le realizaron dos lavados con 6xido de
propileno, de 20 minutos cada lavado; y se continu6 con diluciones de la resina epon, en el
oxido de propileno, hasta llegar a la inclusion de las muestras en la resina pura e incubarlas
en estufa a 60 °C.

Posteriormente se obtuvieron cortes semifinos de epon de 1 um de grosor, cortados con un
ultramicrétomo Leica modelo Ultracut-UCT y tefiidos con azul de tolouidina al 5%
(SIGMA, México), montados en un portaobjetos. El analisis histomorfométrico se realizo
utilizando un microscopio 6ptico OLIMPUS BX 51. Por cada animal se observaron de 15 a

20 secciones transversales de tubos seminiferos.
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Las areas de los cordones y/o tubos seminiferos se obtuvieron con un sistema de analisis de

iméagenes (Image-Pro Plus 5.1, USA) evaluando Gnicamente cortes transversales.

4.5 Procesamiento del tejido testicular para estudio de proliferacion

Para este proceso utilizamos el testiculo izquierdo, el cual también se lavo y peso.
Posteriormente este testiculo fue fijado en parafolmadehido al 4% (SIGMA, México),
durante 18 horas. Se hicieron lavados de PBS y se colocaron las muestras en el histoquinet,
con la finalidad de incluirlas en parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 5 pum que
se montaron en laminillas cubiertas con adhesivo.

Una vez montadas se desparafinaron en estufa a 60 °C durante 30 minutos. Continuamos
con dos lavados de xilol, de 5 minutos cada uno, después pasos sucesivos en OH/Xilol,
OH100%, OH96%, OH70% Yy agua destilada por 5 minutos en cada lavado.

Se realizo el desenmascaramiento de los epitopes colocando las muestras en Citrato de
Sodio al 0.01 M a pH 6 durante 15 minutos. La actividad de la peroxidasa endégena se
bloqueo con H,O, al 1% en metanol durante 30 minutos. Se continto con lavados en agua
destilada. Las laminillas fueron incubadas en solucion de Twin 20 al 0.1%, se bloguearon
con albumina sérica bovina al 1% (Amershan Biosciences, Buckingham, UK) en PBS
durante 2 horas posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario Monoclonal Mouse
Anti-Rat Ki-67 Antigen, Clone MIB-5, (Dako) (24 horas), proteina nuclear que se expresa
en las fases activas del ciclo celular. Posteriormente se lavo con PBS y se incubo con el
anticuerpo secundario (biotinilado) durante 2 horas. Las laminillas fueron lavadas en PBS y
reveladas con diaminobencidina (Dako, USA) durante 3 minutos haciendo evidente los
sitios de union al anticuerpo. Por ultimo fueron contrastadas con hematoxilina,
deshidratadas, aclaradas y montadas. Todas las incubaciones se realizaron en una camara
himeda a temperatura ambiente.

Para cada edad existen 3 animales y se realizaron 2 laminillas de inmunohistoquimica para
cada animal, es decir, 6 laminillas de inmunohistoquimica por edad. Se rastrearon las
laminillas de inmunohistoquimicas hasta completar 20 a 30 cortes transversales de

cordones/tubos seminiferos para cada edad.
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Para determinar el porcentaje de tubos / cordones con presencia de células positivas al Ki-
67 (inmunoreactividad), se contaron todos los cordones/tubos en corte transversal de las 6
laminillas de inmunohistoquimica existentes para cada edad y se especifico si el cordon
contenia o no células positividad al Ki-67; se expresaron resultados en porcentaje.

El indice de proliferacion lo determinamos contando células positivas dentro de cada
cordon/tubo, al anticuerpo Ki-67, respecto al total de células dentro de cada cordon / tubo,
cortado transversalmente. En este caso se rastrearon las dos laminillas de
inmunohistoquimica existentes para cada animal, hasta completar 20 a 30 cordones/tubos

en corte transversal.

5.0 RESULTADOS

5.1 Descripcién Morfolégica, indice de Proliferacién Celular e Inmunoreactividad

% 3dpp
A esta edad aun se observé el estroma separando los cordones seminiferos, mostrando un
desarrollo lento en la formacién de los cordones seminifero (figura 12 A). El peso corporal
(tabla 1 y grafica 1) a esta edad fue de 59.90 + 1.85 gr; un peso testicular (tabla 2 y grafica
2) de 11.47 mg + 1.23; asi que la relacion testiculo-peso corporal fue reducida 0.01%
(tabla 3 y grafica 3); el area de los cordones seminiferos fue de 5041+ 160 p2 (tabla 4 y
gréfica 4).
Los conejos a esta edad aln no tenian los testiculos escrotados.
Dentro de los cordones fue evidente la presencia de los gonocitos como células grandes,
palidas con uno o dos nucléolos. Sus mitocondrias se encontraron dispuestas en “media
luna” alrededor del nicleo. Los gonocitos se ubicaron tanto en el centro del cordén, como
en la base de estos. Las figuras mitdticas fueron abundantes asi como la degeneracion
celular (figura 12 B).
Con respecto a los nucleos de las células de Sertoli, estos se ubicaron en el centro del
cordon y/o en contacto con la ldmina basal. Los cordones se observaron rodeados por

celulas peritubulares en forma de huso en varias capas. En el espacio intertubular se aprecio
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un tejido laxo con células semejantes, en forma, a los fibroblastos y algunas, aparentemente
células de Leydig (Figura 12 B). Se observaron algunas células germinales fuera de los
cordones y el cordon rodeado por 4 capas de células en forma de huso (Figura 12 B).
El 65.37% = 7.04 de los cordones mostro proliferacion celular (tabla 6, gréfica 6 y figura
16 A).
El indice de proliferacion, fue de 8.06 £ 0.74. Esta se presentd en las células germinales y
de Sertoli (tabla 5, gréfica 5y figura 16 A).

% 6dpp
El peso corporal (tabla 1y gréfica 1) fue de 81.40 + 7.05 g; con un peso testicular (tabla 2
y grafica 2) de 18.8 mg + 0.89; con una relacion testiculo-peso corporal de 0.02 % (tabla 3
y grafica 3). El area de los cordones fue de 3782 2 + 164 (tabla 4 y grafica 4).
Los gonocitos y los nacleos de las células de Sertoli se dispusieron en el centro del cordén
y en la periferia. Los gonocitos mostraron una gran degeneracion y en algunos casos se
observaron formando sincicios celulares (Figura 12 C). Se observo una reduccion en la
cantidad de capas que rodean a los cordones seminiferos, presentdndose 3 capas (figura 12
D).
El 49.43% + 11.7 de los cordones mostro proliferacion celular (tabla 6, gréfica 6 y figura
16 B).
El indice de proliferacién, fue de 14.19 + 1.18. Esta se presentd en las células germinales y
de Sertoli (tabla 5, grafica 5y figura 16 B).

% 10dpp
El peso corporal (tabla 1 y grafica 1) fue de 163.00 gr + 7.95 y el peso testicular de 29.20
mg * 1.31 (tabla 2 y grafica 2); con una relacion testiculo-peso corporal de 0.01% (tabla 3 'y
grafica 3) y el area de los cordones fue de 3593 p2 + 102 (tabla 4 y gréfica 4).
Los gonocitos conservaron la disposicion de mitocondrias en media luna alrededor del
nacleo. Escasos gonocitos se observaron proliferando. El citoplasma de las células de
Sertoli se observé vacuolado, al parecer formando fagosomas degradando a los gonocitos
en degeneracion que aun se observaron, sobre todo los que estan en el centro del corddn,
que al no migrar degeneraron (Figura 12 E). En esta edad los gonocitos mas centrales se

observaron enviando proyecciones citoplasmicas hacia la membrana basal.
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Las células de Leydig mostraron gran cantidad de gotas lipidicas. Los nucleos de las células

de Sertoli se presentaron, en su mayor parte hacia la periferia. Cada cordon estuvo cubierto

por 3 capas celulares (Figura 12 F).

La proliferacion se presentd en las células germinales y de Sertoli.

El 43.77% + 12 de los cordones seminiferos mostraron células en proliferacion (tabla 6,

gréafica 6 y figura 16 C). indice de proliferacion de 12.56 (tabla 5, grafica 5y figura 16 C).
s 20dpp

La relacion testiculo-peso corporal fue de 0.13 % (tabla 3 y gréfica 3) con un peso corporal

de 292.17 gr + 8.78 (tabla 1 y grafica 1) y un peso testicular de 0.03 mg + 1.14 (tabla 2 y

gréfica 2). Area de los cordones fue de 2882 p2 + 45.5 (tabla 4 y grafica 4). Los gonocitos

redujeron a casi nula su proliferacion y continGan enviando prolongaciones citoplasmicas

hacia la membrana basal (Figura 13 A y B), la degeneracion de gonocitos también se

redujo. Las células de Leydig continuaron observandose con gotas lipidicas. Cada cordon

se observo cubierto por 2 capas de células mioides (Figura 13 A).

La proliferacion se presento en las células germinales y de Sertoli.

El 30.84 % + 2.49 de los cordones seminiferos mostraron células en proliferacion (tabla 6,

gréfica 6 y figura 16 D). Indice de proliferacion de 7.39 (tabla 5, grafica 5 y figura 16 D).
s 35dpp

La relacidn testiculo-peso corporal fue de 0.01 % (tabla 3 y gréafica 3), con un peso corporal

de 737.56 gr + 32.3 (tabla 1 y grafica 1) y peso testicular de 91.6 mg + 1.3 (tabla 2 y gréfica

2). Area de los cordones fue de 2970 p2 + 61 (tabla 4 y grafica 4). Los cordones

seminiferos se apreciaron rodeados con una sola capa de células mioides (figura 13 C). Los

gonocitos estuvieron ubicados algunos aun en el centro del cordédn y otros en contacto con

la ldmina basal. Se apreci6 que los gonocitos aln en contacto con ldmina basal Ilegan a

degenerar. La disposicion de mitocondrias ya no se observd en “media luna”, si no

rodeando completamente al nicleo celular (Figura 13 C y D). Las células de Leydig se

observaron con gotas lipidicas (Figura 13 D).

La proliferacion se presento en las células germinales y de Sertoli.

El 19.84 % + 2.57 de los cordones seminiferos mostraron células en proliferacion (tabla 6 y

gréfica 6). indice de proliferacion de 6.78 + 0.62 (tabla 5y gréfica 5).
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< 50dpp
El peso testicular fue de 0.192 mg + 2.41 (tabla 2 y gréfica 2), y el peso corporal de
1190.70 gr + 8.25 (tabla 1 y grafica 1); con una relacion testiculo-peso corporal de 0.01 %
(tabla 3 y grafica 3). El area de los cordones fue de 3349 2 + 134 (tabla 4 y gréafica 4). Los
testiculos ya se observaron descendidos completamente, con un escroto flacido y delgado.
Se conservd la morfologia similar a la de los animales de 35 dpp. Células de Leydig
maduras y escasas inmaduras. A esta edad empezd la diferenciacion del gonocito a
espermatogonia y observamos a las espermatogonias en contacto con la ldmina basal. Se
muestran en las figuras 13 E y F, también se muestra el monitoreo de avance cronoldgico
del gonocito, desde el centro del cordon hacia la ldamina basal (figuras 13 E, F). No existio
proliferacion celular;  por lo tanto los cordones seminiferos se mostraron sin
inmunoreactividad y sin indice de proliferacién (tabla 6 y 5 gréafica 6 y 5, figura 17 A).

< 60dpp
La relacion testiculo-peso corporal fue de 0.02% (tabla 3 y grafica 3) con un peso corporal
de 1421.66 gr + 78.8 (tabla 1 y gréfica 1) y peso testicular de 290.5 mg + 49.5 (tabla 2 y
gréafica 2). El area de los cordones fue de 3386 2 + 95.7 (tabla 4 y grafica 4) observandose
un claro incremento. Se observé gran degeneracion de células ubicadas en la parte central
de los cordones, probablemente gonocitos que no se diferenciaron, los nucleos de las
células de Sertoli se ubicaron, en gran parte, hacia la periferia, aunque todavia observamos
algunos centrales (Figura 14 A); también identificamos espermatogonias de recién
diferenciacion (Figura 14 B). Las células de Leydig se presentaron como inmaduras
(vacuoladas) y maduras, identificadas por la ausencia de vacuolas. Los gonocitos que aun
no se encontraron en contacto con la ldmina basal, degeneraron. Las células mioides las
observamos en forma mas cilindrica.
La proliferacion se presento en las celulas germinales y también en las células de Sertoli,
aunque muy disminuida, en estas Gltimas.
El 36.92 % + 1 de los cordones seminiferos mostraron células en proliferacion (tabla 6 y
gréfica 6, figura 17 B). Indice de proliferacion de 8.35 + 0.90 (tabla 5y grafica 5, figura 17
B).
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s 70dpp
La relacion testiculo-peso corporal fue de 0.02% (tabla 3 y grafica 3) con un peso corporal
de 1683.33 gr + 20.3 (tabla 1 y gréfica 1) y peso testicular de 364.3 mg + 28.5 (tabla 2 y
grafica 2) y el area de los cordones fue de 4861 2 + 184 (tabla 4 y gréafica 4). Todavia se
observé degeneracion en gonocitos ubicados en la parte central y, algunos gonocitos en
proceso de diferenciacion a espermatogonia. Las espermatogonias ya diferenciadas
proliferan y se diferencian en otros tipos de espermatogonias (Figura 14 C, D). Las células
de Leydig completaron su maduracion. Se comenzaron a formar pequefios espacios en la
parte central de los cordones. Los gonocitos continuaron migrando. Se observd mayor
cantidad de espermatogonias (Figura 14 C, D). Los nucleos de las células mioides se
observaron adn mas alargados.
La proliferacion se present6 en las células germinales y dejo de ser evidente para las células
de Sertoli.
El 66.17 % + 3.39 de los cordones seminiferos mostraron células en proliferacion (tabla 6 y
gréfica 6, figura 17 C). indice de proliferacion de 26.7 + 1.85 (tabla 5y grafica 5, figura 17
C).

< 80dpp
La relacion testiculo-peso corporal fue de 0.03% (tabla 3 y gréafica 3) con un peso corporal
de 2353.00 gr £ 37.8 (tabla 1 gréafica 1); peso testicular de 883.6 mg £+ 60.5 (tabla 2 y
grafica 2) y el area de los cordones fue de 7829 p2 + 208 (tabla 4 y gréfica 4), es muy
evidente el aumento en el area tubular, respecto a la edad anterior. Se aprecié claramente la
luz tubular. Algunos gonocitos continuaron con muerte celular. Los ndcleos de las células
de Sertoli en su mayoria organizados hacia la parte basal del tibulo seminifero. Empezaron
a surgir los primeros espermatocitos (figura 14 E, F). Se observan células de Leydig
maduras. Los nudcleos de las células mioides se observaron mas alargados, debido
probablemente al aumento en el tamafio de los tubos seminiferos que iniciaron con la
proliferacion celular.
En nucleos de las células de Sertoli se apreciaron escotaduras que son caracteristicas de la

maduracion de estas células (Figura 14 F).
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Fue evidente el aumento en la proliferacion de las células germinales, sin evidencias de
proliferacion de células de Sertoli.
El 100 % de los cordones seminiferos mostraron células en proliferacion (tabla 6 y gréfica
6, figura 17 D). indice de proliferacion de 36.28 + 1.41 (tabla 5y gréfica 5, figura 17 D).

< 100 dpp
La relacion testiculo-peso corporal se aumento hasta el 0.05%, (tabla 3 y gréafica 3) con un
peso corporal de 2562.50 gr + 60.5 (tabla 1 y grafica 1), peso testicular de 1527.5 mg £ 215
(tabla 2 y gréfica 2) y el area de los cordones fue de 21490 p2 £ 610 (tabla 4 y grafica 4),
evidentemente incrementada. Se observé un claro aumento en la luz tubular, nimero de
células germinales y degeneracion celular (figura 15 A). Es clara la actividad proliferativa
desde espermatogonias, espermatocitos hasta espermatidas redondas y elongadas; las
espermatidas elongadas en proceso de maduracion (figura 15 B). Se logré diferenciar los
diferentes tipos de espermatogonias y las metafases que dan origen a las espermatidas y de
manera opuesta gran degeneracion de espermatocitos, seguramente como un proceso de
seleccién celular (figura 15 D).
Es clara la ausencia total de los gonocitos pues al parecer todo gonocito que no migré a
lamina basal degenerd.
También se observaron alteraciones histologicas como hipoplasia de células germinales,
degeneracion de espermatocitos, de espermatidas y vacuolizacion de células germinales y
formacion de sinsicios de espermatidas (figura 15 A, C y D).
El 100 % de los cordones seminiferos mostraron células en proliferacion (tabla 6 y gréfica
6, figura 17 E). indice de proliferacion de 68.11 + 1.17 (tabla 5y gréfica 5, figura 17 E).

5.2 Ciclos del Epitelio Seminifero

Dentro del epitelio seminifero existen sucesion de asociaciones celulares y se van
produciendo cambios en areas determinadas y en apariencias celulares de una misma
asociacion, a esto se le denomina el Ciclo del Epitelio Seminifero.

Para el conejo estan reportadas 8 etapas del Ciclo del Epitelio Seminifero. En los cortes
semifinos realizados para esta tesis se encontraron siete etapas. A continuacién se describe

lo encontrado, con base en lo reportado por Swierstra y Foote (1963) %



31

Etapa 1. Las células de Sertoli y espermatogonias tipo A estuvieron presentes a lo largo de
la membrana basal. Las espermatogonias tipo A, eran ovaladas a redondas con cromatina
nuclear fina ("similares a polvo™) y su membrana nuclear fue facilmente observada.
Estuvieron presentes dos generaciones de espermatocitos primarios, una generacion
“joven” a principio de la meiosis y una generacion "madura”, con meiosis mas avanzadas.
Los espermatocitos primarios jovenes se encontraron en la fase de preleptoteno ubicados
cerca de la membrana basal, los espermatocitos primarios “maduros” estuvieron en
paquiteno y se encontraron mas alejados de la membrana basal y mas cerca del lumen
tubular. En el comienzo de esta etapa, el nlcleo de los espermatocitos primarios jovenes fue
mas redondo y con tincion mas débil de su cromatina. La membrana nuclear, de estos
espermatocitos, que iban hacia leptoteno se hizé6 menos visible y la cromatina se empez6 a
marcar con mas intensidad. Los espermatocitos primarios viejos, tuvieron mayores nucleos
en paquiteno. Las espermaétidas tenian nudcleos redondos con una membrana nuclear
distinta, y fue evidente la coloracion oscura del acrosoma, que cubria alrededor de la mitad
de los nucleos (figura 18).

Etapa 2. El rasgo caracteristico de esta etapa fue la elongacion de los ndcleos de las
espermatidas. Al inicio, los nucleos eran ligeramente ovalados, y al final se habian alargado
por completo. Dos generaciones de espermatocitos primarios fueron evidentes. Ambas
generaciones tenian membrana nuclear indistinta. La cromatina nuclear fue similar en
ambas generaciones, como se describio para la etapa 1. Presencia de células de Sertoli y
espermatogonias tipo A en la membrana basal. Se not6 un incremento en el nimero de
espermatogonias tipo A, en relacion a la etapa 1 (figura 18).

Etapa 3. Las células de Sertoli y las espermatogonias de tipo A recubrieron la membrana
basal. Una vez mas dos generaciones de espermatocitos primarios estuvieron presentes. Los
nucleos de los espermatocitos primarios jovenes, fueron aun mas pequefios, y el de los
espermatocitos primarios maduros se identificaron en fase de paquiteno. Las espermatidas
ahora estuvieron mas alargadas (figura 18).

Etapa 4. Espermatogonias tipo A, comenzaron a dividirse, y como resultado surgieron las
espermatogonias intermedias, aunque todavia pudimos observar ambos tipos y por supuesto

la presencia de las células de Sertoli a lo largo de la membrana basal. Las espermatogonias
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intermedias tuvieron ndcleos ovoides y su eje fue paralelo al de la membrana basal. La
cromatina de los nucleos se tifié en granulos gruesos. Al inicio de esta etapa 4, pudimos
observar dos generaciones de espermatocitos primarios. Los nucleos de la generacion
joven, que se encontraban cerca de la membrana basal, los identificamos en fase de
paquiteno y la cromatina se tifid intensamente. Los nucleos de la generacion anterior de
espermatocitos primarios eran muy grandes y los identificamos en la fase de diploteno o
diacinesis. En esta etapa, estos espermatocitos primarios se sometieron a su primera
division de maduracién y dieron lugar a espermatocitos secundarios. Los espermatocitos
secundarios tenian nucleos esféricos con una membrana nuclear distinta y su cromatina
estaba en forma de granulos unidos por filamentos. Los espermatocitos secundarios sélo
estuvieron presentes en esta etapa. Poco después de su formacion se sometieron a la
division de maduracion. Las espermatidas tuvieron un nucleo esférico con una evidente
membrana nuclear. A menudo pudimos observar metafases de la division de los
espermatocitos primarios y secundario, también espermatidas elongadas (figura 18).

Etapa 5. Durante esta etapa observamos espermatidas elongadas a nivel apical en el lumen
del tabulo. Sélo una generacion de espermatocitos primarios estuvo presente. La cromatina
de los nucleos de estas células comenzo a extenderse y los nucleos se identificaron hacia la
luz tubular, alejandose de la membrana basal. Las espermatidas eran esféricas y con una
membrana nuclear distinta (figura 19).

Etapa 6. A nivel de la membrana basal seguimos observando a las células de Sertoli, a las
espermatogonias tipo A y en esta etapa se sumaron las espermatogonias tipo B. Las
espermatogonias tipo B tenian nucleo esférico y una membrana nuclear distinta. La
cromatina de estas células era en forma de granulos, su tincion era oscura. Los nucleos de
los espermatocitos primarios aumentaron de tamafio durante la fase de paquiteno. Los
nucleos de las espermétidas eran esféricos (figura 19).

Etapa 7. Las espermatogonias intermedias y espermatogonias B, se lograron observar con
predominio sobre las espermatogonias A, en esta etapa. Los ndcleos en paquiteno de los
espermatocitos primarios se habian aumentado aun més de tamafio y la cromatina formo

una densa red. Los nucleos de las espermatidas eran esféricos y fue evidente su membrana
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nuclear. Los acrosomas de las espermétidas ya muy elongadas fueron visibles hacia la luz
del tabulo (figura 19).

Respecto a la etapa 8 del Ciclo del Epitelio Seminifero, no fue posible identificarla, por ser
la etapa en donde ocurre la espermiacion, los conejos que utilizamos, por su edad, ain no

habian completado esa parte de la espermatogénesis.
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Figura 12: Cordones seminiferos de conejos de diferentes edades: A) 3 dpp. Se observa el
tejido del estroma aun participando en la formacion de los cordones seminiferos, (flecha).
B) 3 dpp. Intersticio celular, (flecha), gonocitos con mitocondrias dispuestas en “media
luna”, (flecha); células de Sertoli; se observan 4 capas de células que rodean al cordon
(llave); C) 6 dpp. Se aprecian sinsicios celulares, signo de degeneracion, (flechas). D) 6
dpp. Se observan 3 capas celulares que rodean al cordon, (llave). E) 10 dpp, gonocito,
enviando proyecciones, (punta de flecha); sinsicios celulares, (estrella); células de Leydig
vacuoladas en el intersticio. F) 10 dpp. Ceélulas de Sertoli vacuoladas, (asterisco).
Gonocitos (G), células de Sertoli (S), células de Leydig (L), ldmina basal (LB).

Azul de tolouidina, 60X.
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Figura 13: Cordones seminiferos de conejos de diferentes edades
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Figura 13: Cordones seminiferos de conejos de diferentes edades A y B) 20 dpp. Se
observan gonocitos enviando proyecciones hacia la membrana basal, (punta de flecha); las
células de Sertoli se aprecian en su mayoria en contacto con la lamina basal; el cordén
seminifero esta rodeado de 2 capas de células, (llave). C y D) 35 dpp. Se observan a los
gonocitos sin la distribucion en “media luna” de sus mitocondrias (flecha). En el intersticio
hay células de Leydig vacuoladas. E y F) 50 dpp. Se observan a los gonocitos en diferentes
ubicaciones permitiendo observar su desplazamiento hacia la ldmina basal. Posicion
central en el cordén (1);desplazamiento a la lamina basal (2), gonocito con proyeccién
citoplasmica (3);, finalmente observamos al gonocito en completo contacto con la ldmina
basal (4). Gonocito (G), espermatogonia (E), células de Sertoli (S), células de Leydig (L),
l&mina basal (LB),Intersticio (In). Azul de tolouidina. A, Ey F 100 X. B, Cy D 60 X
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Figura 14: Cordones /Tubos seminiferos de conejos de diferentes edades
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Figura 14: Cordones/tubos seminiferos de conejos de diferentes edades: A) 60 dpp. Se
observa gran degeneracion de células ubicadas en la parte central de los cordones. B) 60
dpp. Espermatogonias recién diferenciadas, ain se observan gonocitos centrales, en el
intersticio se aprecian a las células de Leydig vacuoladas. C) 70 dpp. Se observa una
disminucion en la degeneracion celular. D) 70 dpp. Las células de Leydig completan su
maduracion, se aprecian espermatogonias, y aun algunos gonocitos. E y F) 80 dpp. Se
observan los primeros espermatocitos, a los nicleos de las células de Sertoli se les aprecian
escotaduras, caracteristicas de su maduracion y formacién de la luz tubular. Degeneracion
celular (Deg); gonocitos (G); células de Sertoli (S); espermatogonias (E); espermatocitos
(Esp); intersticio (In); y cordones (C). Azul de tolouidina. Ay C, 20X. D, 60X. B, Ey F,
100X.
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Figura 15: Tubos seminiferos de conejos de 100 dpp

Tubos seminiferos de conejos de 100dpp. A) Se observa aumento en la luz tubular;
degeneracion celular, (flechas). B) Se observa gran actividad proliferativa desde
espermatogonias hasta espermatocitos, espermatidas redondas y elongadas; células de
Sertoli. C) Se aprecian espermatidas multinucleadas (sinsicios celulares). D) Se observa
evidente descamacion celular al centro del tubo seminifero (flecha). Espermatogonias (E),
células de Sertoli (S), espermatidas redondas (EsR), espermatidas elongadas (EsL).

Azul de tolouidina. A, 60X. B - D, 100X.
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Figura 16: Inmunohistoquimica de proliferacion

Cordones seminiferos de conejos de diferente edades en donde se obseva la proliferacion
celular mediante la técnica de inmunohistoquimica. A) 3 dpp, B) 6 dpp, C) 10 dpp y D) 20
dpp. Proliferacion en células germinales (flecha), de Sertoli (punta deflecha) y células
intersticiales (asterisco). 60X e inserto 20X.
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Figura 17: Inmunohistoquimica de prIiferacic')n

Cordones/tubos seminiferos de conejos de diferentes edades en donde se observa la proliferacion
celular empleando la técnica de inmunohistoquimica: A)50 dpp, B) 60 dpp, C) 70 dpp, D)80 dpp y
E) 100dpp. A los 50 dpp no se aprecia proliferacion alguna y a los 60 dpp se reinicia actividad
celular y se modifica gradualmente en forma ascendente, hasta llegar a los 100 dpp. Proliferacién en
células germinales (flecha).60X e inserto 20X.



43

Etapa Il

Figura 18: Etapas I, I1, 111 y 1V del Ciclo del Epitelio Seminifero



44

Etapa VII Etapa VIII
(Tomada de Swierstra y Foote, 1963)

Figura 19: Etapas V, VI, VIl y VIII del Ciclo del Epitelio Seminifero
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Figura 20: Inmunofluorescencia de Ricken y Viebahn (2002)

Num. 1 cordones de 10 dpp; Num. 2 cordones de 35 dpp; Num 3. cordones de 49 dpp;
Num. 4 tubos de 84 dpp.
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7.0 TABLAS Y GRAFICAS

Peso Corporal
Edad Peso(gr) =*ES

(dpp)
3 59.90  1.85
6 8140 7.5

10 163.00 7.95
20 292.16 8.78
35 737.56 S
50 1190.67  8.25
60 1421.66  78.8
70 1683.33  20.3
80 2353.00 37.8
100 256250  60.5

Tablay Gréfica 1: Peso Corporal

Tabla 1 y Gréafica 1. Se muestra el aumento del peso corporal constante en proporcion directa al
aumento de la edad.

Peso Testicular
Edad Peso(mg) =+ES

(dpp)
3 11.4 1.23
6 18.8 0.89
10 29.2 131
20 39.8 1.14
35 91.6 13
50 192 2.41

60 290.5 49.5
70 364.3 28.5
80 883.6 60.5
100 1527.5 215

Tablay Grafica 2: Peso Testicular

Tabla 2 y Gréfica 2. A medida que el conejo va aumentando su edad, se aumenta el peso testicular,
de manera homogénea. Pero a partir de los 70 dpp, se observa un aumento abrupto seguramente por
el incremento en la actividad celular testicular, alrededor del inicio de la prepubertad.
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Relacion Peso testicular
— Peso corporal
Edad % peso test
(dpp) - corporal
3 0.0191
6 0.0231
10 0.0179
20 0.0136
35 0.0124
50 0.0161
60 0.0204
70 0.0216
80 0.0375
100 0.0596

Tabla y Grafica 3: Relacion Peso testicular — Peso corporal

Tabla 3 y Grafica 3. Observamos que en los primeros dias la relacién es minima, pero esta
relacion va aumentando proporcionalmente a la actividad celular (proliferacién) en el
testiculo.

Tabla y Grafica 4: Area de los cordones / tubos seminiferos
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Edad Area + Tabla 4 y Grafica 4. En la edad de 3 dpp encontramos

(dpp) micra2  ES alta proliferacion celular, seguramente fruto de esto el
3 5041 160 cordon esta aumentado en tamafio. Se mantienen los
6 3782 164 tamafos de las areas mas o0 menos constantes, hasta
10 3593 102 que se reinicia actividad celular a los 70 dpp, por lo
20 2882 455 tanto se aumenta ain mas el tamafio del tubo
35 2970 61 seminifero, directamente proporcional al avance de la
50 3349 134 edad.

60 3386 95.7

70 4861 184

80 7829 208

100 21490 610

INDICE DE PROLIFERACION Edad Int_:llce d_e,
(dpp) Proliferacién
i 3 8.06
6 14.19
10 12.56
20 7.39
35 6.78
50 0
60 8.35
70 26.7
3 6 10 20 35 50 (1] 70 BO 100 80 3628
Edad (dias post parto) 100 68.11

Tablay Grafica 5: Indice de Proliferacion

A los 6 dpp, se evidencia aumento en el niamero de células positivas a la proliferacion, que
decrece hasta la nulidad a los 50 dpp (periodo de quiescencia). Se reinicia actividad
proliferativa a los 60 dpp, que va aumentando gradualmente, hasta alcanzar a los 100 dpp
una alta actividad.
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(Edda‘; Porcentaje de PORCENTAJE DE CORDON
pPp cordones/tubos

en proliferacion 120 PROLIFERA

+ES

3 6537 +/-7.04 *“’“

6 4943 +/-11.7 s %

10 4377 +-12 L

20 30.84 +/-2.49 5 3

35  10.84 +/-257

50 0 20 -

60 36.92 +/-1 0-

70 66.17 +/-3.39

80 100

100 100

Tabla y Gréfica 6: Porcentaje de cordones/tubos en
proliferacion.

La inmunoreactividad mostro actividad celular (proliferacion), en los cordones, en los 3
dpp y 6dpp, decreciendo hasta la nulidad en los 50 dpp. Se reinicia a los 60 dpp, y se va
aumentando gradualmente hasta llegar al 100 % a los 100 dpp, el inicio de la pubertad
(edad prepuberal).
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8.0 DISCUSION

A pesar de los avances en biologia de la reproduccion, los mecanismos responsables de
diversas patologias asociadas a la funcion testicular en el humano aun son incompletos. El
avance en este campo ha sido gracias al empleo de modelos murinos, u otros roedores
como la rata. Sin embargo, el periodo de pre-espermatogénesis en la rata es muy corto, ya
que inicia la diferenciacion de gonocitos a espermatogonias en los primeros tres dias de
edad, concluyéndose aproximadamente a los 10 dpp con presencia de los primeros
espermatocitos a los 16 dpp, es decir, el inicio de la espermatogénesis es proxima a la
diferenciacion de los gonocitos *°. La duracion de la pre-espermatogénesis en el conejo es
intermedia entre mamiferos pequefios y grandes con una duracién de 50 dias (similar a lo
reportado por Gondos et al 1973 *°) excede a lo que sucede en la rata, pero es préximo a lo
que pasa en el humano donde, el proceso de diferenciacion se presenta en los primeros 60
dias. Al contar con un mayor periodo de diferenciacion de gonocitos nos permite conocer
mas a fondo los mecanismos que participan en este proceso, el cual es de suma importancia
en el humano, ya que se propone que la falta de diferenciacion de los gonocitos es el
principal factor para el desarrollo del carcinoma in situ®. Las investigaciones que abarcan
antes del inicio de la espermatogénesis son escasas en humanos, en modelos murinos y mas
aun en el conejo. En este trabajo se describe el desarrollo testicular del conejo, sefialando
los periodos importantes de diferenciacion y proliferacion, indispensables para el
establecimiento de la fertilidad futura.

El conejo es una especie comlinmente empleada en estudios de cancer®®*, inmunologia®,
asi como toxicologias reproductivas en machos®; por lo que el conocer el desarrollo de las
células testiculares postnatales es de gran importancia para ser empleado como patrén de
comparacion en estudios de biologia de la reproduccién postnatal. Se reitera la importancia,
aunque ya se ha mencionado, de que esta ventana de tiempo, posterior al nacimiento es
crucial para el establecimiento de la fertilidad futura.

En paises como Estados Unidos de Norte América, Alemania, Dinamarca y otros se han
encontrado opciones de diferentes razas de conejo como modelo de estudio para las

patologias reproductivas del macho, en algunos de ellos se emplea la raza Dutch Belted, la
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cual no estd disponible en nuestro pais. Como sabemos, la raza més usada para la
investigacion biomédica aqui en México, es el conejo Nueva Zelanda Blanco, el cual por
supuesto es excelente como modelo animal de estudio en muchos &mbitos; sin embargo se
le han encontrado ciertos defectos como modelo de estudio para biologia reproductiva. Es
por eso que proponemos a la raza Chinchilla para utilizarla en este campo de la
investigacion, la cual sabemos que tiene ventajas sobre la raza Nueva Zelanda. EXisten
reportes del desarrollo de la Diabetes mellitus espontanea que se presenta en la raza de
conejo Nueva Zelanda Blanco ***°. Sumado a esto, la asociacion de razas de conejos de los
Estados Unidos de Norteamérica (American Rabbit Breeders Association, Inc.), menciona
de la gran predisposicion de los conejos nueva Zelanda a padecer obesidad. Se sabe que
tanto la diabetes como la obesidad afectan la funcion reproductiva®’.

El conejo de la raza chinchilla ha sido poco estudiado y se ha empleado principalmente
para estudios de técnicas quirtrgicas y de disfuncion eréctil®®”°.

La mayoria de los estudios sobre el desarrollo testicular se limitan al testiculo de
organismos maduros dejando a un lado el desarrollo postnatal. Esto probablemente debido
a que se considera al testiculo neonatal e infantil como quiescente. Sin embargo se ha
demostrado que las células germinales pre-espermatogénicas en el conejo no estan
inactivas’.

Efectivamente las técnicas de inmunohistoquimica de proliferacion celular, realizadas para
la elaboracion de esta tesis, nos arrojaron resultados de actividad celular, desde el dia 3 post
parto (pp), hasta el dia 35 pp y es en el dia 50 pp donde ya no encontramos proliferacion y
se reinicia la actividad celular hasta el dia 60 pp.

Iczkowski et al (1991) * en estudios con conejos Nueva Zelanda blancos reporta que las
células germinales alcanzan porcentajes altos de mitosis hasta el dia 21, con un cese entre
los dias 28 al 35 y que se retoma la actividad celular al dia 49 en el inicio de la
espermatogénesis, también cita en esta edad la aparicion de los primeros espermatocitos
(actividad meiotica). Diferimos con este autor, ya que encontramos positividad a la
proliferacion celular hasta el dia 35 pp y vimos ausencia total de actividad celular en el dia
50 pp y se retoma hasta el dia 60 pp. Determinamos inicio de la espermatogénesis con el

arranque de esta actividad celular en el dia 60 pp; y aparicion de primeros espermatocitos
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hasta el dia 80 pp; esto puede deberse al hecho de que en los estudios que hacen Iczkowski
et al (1991) " emplean una raza diferente a la nuestra (chinchilla).

Ford (1970) 7, en su articulo Comparison of testicular maturation in two inbred rabbit
lines, realiza una comparacion de la maduracion testicular en dos lineas endogamicas de
conejo y demuestra las diferencias que existen entre individuos de razas diferentes con
respecto a los tiempos de maduracion testicular; de ahi la importancia de tener
adecuadamente descrito nuestro estudio sobre los aspectos celulares testiculares que son de
interés en biologia de la reproduccion.

Respecto a las células de Sertoli, Iczkowski”™* mencionan que la forma columnar de este
tipo celular es escaso en el periodo prepuberal, a diferencia de su forma citoplasmatica en
forma de “ramas de arbol” que existe en el adulto donde se extiende su citoplasma a lo
largo del lumen tubular. Las imagenes de nuestros conejos nos demuestran que se empieza
a distribuir el citoplasma de las células de Sertoli a lo largo del lumen tubular (“ramas de
arbol”) a partir de los 50 dpp, seguramente con la finalidad de ir albergando a los primeros
espermatocitos que surgiran en los siguientes dias. lczkowski’* reporta que la
diferenciacion a espermatogonias tipo A, de contornos aplanados y ovalados, con patrones
de densidad en la cromatina aumentados y nucléolos ubicados excéntricos; lo observa en
el dia 49 de edad. Efectivamente a los 50 dpp en nuestros cortes semifinos observamos
células con estas caracteristicas, esto nos marca la aparicion de las primeras
espermatogonias al dia 50 pp.

En sus observaciones, Iczkowski ", menciona que entre el dia 21 y 49 de edad se presenta
la reorganizacion completa a nivel basal de las células germinales; en nuestras imagenes de
60 dpp esta reorganizacion esta todavia concluyéndose.

Higuchi >, estudiando conejos Duch belted, reporta el descenso testicular entre la semana 6
y 9 (42 a 54 dias de edad). En nuestro estudio, con conejos raza Chinchilla, a los 50 dias pp,
ya presentaban los testiculos escrotados, por lo tanto asumimos que este proceso se
presento entre los dias 40 al 50 de edad. Coincidiendo con lo reportado por este autor.
Gondos® menciona que a partir del dia 42 pp, el epitelio seminifero contiene solo

gonocitos, preespermatogonias y células Sertoli; nuestras imagenes demuestran que es
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hasta el dia 50 pp donde vemos las primeras espermatogonias, antes de esto solo se
observan gonocitos y celulas Sertoli en los cordones seminiferos. También este autor
reporta la presencia de los primeros espermatocitos en el dia 56 pp, espermatidas al dia 84
pp a esta edad también la formacién de luz tubular y espermatozoides maduros entre el dia
91 a 98 pp. Haciendo comparaciones con lo que reporta este autor observamos la presencia
de primeros espermatocitos hasta el dia 80 pp, también a esta edad formacion bien definida
de luz tubular; espermatidas hasta el dia 100 pp, y aunque ya son elongadas, no apreciamos
presencia de espermatozoides maduros como lo reporta Gondos™ a esta edad. Reiterando
datos de inicio de espermatogénesis, Gondos™ lo reporta entre el dia 49 a 56 pp. Diferimos
en este punto, pues nuestras inmunohistogquimicas de actividad celular a esta edad (50 dpp),
nos arrogan negatividad; es hasta los 60 dpp donde se da reinicio de proliferacion celular y
por esto determinamos que posterior a esta edad se iniciaria la espermatogénesis,
aparentemente a los 70 dpp.

Analizando datos sobre el Ciclo del Epitelio Seminifero en conejos, como ya se menciond
anteriormente en 1963, Swierstra y Foote®® describieron 8 etapas del Ciclo del Epitelio
Seminifero para conejos, como los animales usados para esta tesis ain no completaban la
parte de espermiacion de la espermatogénesis, no logramos identificar la etapa 8, que es
donde se da este punto crucial. Estos autores aunque trabajaron con conejos Dutch
Belted, encontramos semejanzas al conejo Chinchilla que nosotros utilizamos (figuras 18 y
19).

Ricken y Viebahn 7, en su articulo Stage-Specific Expression of the Mitochondrial Germ
Cell Epitope PG2 During Postnatal Differentiation of Rabbit Germ Cells, realizaron
inmunofluorescencias a partir de tejidos en congelacion para marcar el epitope mitocondrial
PG2, el cual es positivo en las células germinales y pre- espermatogonias, proliferando
antes de entrar en division meiética’™. A pesar de que estos investigadores utilizaron
conejos nueva Zelanda, coincidimos en varios puntos en los resultados que ellos reportan y
lo que nosotros encontramos. En sus imagenes de inmunofluorescencias de conejos de 10
dias, se puede observar la disposicion mitocondrial en media luna (figura 20), que nosotros
advertimos en nuestros cortes semifinos de los conejos de 10 dpp (figura 12 E Y F).

Sumando nuestros hallazgos a estos reportes, la disposicion en media luna la advertimos
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desde el dia 3 pp, 6pp Yy 10 pp, vemos que en los cortes semifinos de 20 dpp ya se presenta
una redistribucion mitocondrial mas homogénea en todo el citoplasma. Ricken y Viebah”
reportan esta redistribucion hasta el dia 35 pp. De igual forma las inmunohistoquimicas
realizadas para esta tesis, nos arrojan positividad en estas edades ya mencionadas (figuras
16 A, B, C y D), es decir, presencia de actividad proliferativa.

En este mismo trabajo, los autores reportan a los 49 dpp ausencia de inmunorreactividad
(figura 20) y definen este periodo como paralelo al de la quiescencia mitotica, durante el
cual la base de células madres se esta reorganizando en el cordon seminifero. En nuestras
inmunohistoquimicas de 50 dpp, no existio positividad a la proliferacion celular por lo
tanto coincidimos en el periodo de ausencia de proliferacion celular, alrededor del dia 50
pp. Vemos reactivacion proliferativa a partir del dia 60 pp; Ricken y Viebahn” la reportan
al dia 84, ya como actividad meiotica. De acuerdo a Ricken y Viebahn”, la importancia
funcional de la acumulacion perinuclear (“disposicion en media luna”) de PG2 en la pre-
espermatogonia (gonocito); puede ser indicativo del aumento de las necesidades
metabdlicas del nucleo. Diferimos en este punto, basandonos en los resultados de indices de
proliferacion (nimero de células positivas en relacion al namero total de células, indice de
proliferacion, ver grafica 5), ya que a los 3 dpp es muy evidente la disposicion en “media
luna” y el indice de proliferacion solo es de 8 y a los 20 dpp, es de 7, es decir, pocas células
son activas mitéticamente.

En iméagenes de conejos de 100 dias de edad observamos alteraciones en el epitelio
seminifero, como espermatidas multinucleadas, hipoplasia celular y vacuolizacién
citoplasmatica de las células Sertoli. Estos hallazgos nos hacen coincidir con Morton*,
quien en su articulo, refleja las ventajas del uso de conejos en toxicologias reproductivas en
machos. Haciendo importante hincapié en que si, se debe tener cuidado con los altos
porcentajes de espermatidas multinucledas (94%) y vacuolizacion de células Seroli (61%),
en conejos de 91 dias de edad; asegura que son cambios degenerativos inespecificos que se
producen en testiculos de conejos clinicamente sanos. Sugiere que en estudios que
involucren testiculos de conejos se deben considerar estas alteraciones como “normales”,
pero que si, es importante incrementar el nimero de animales a estudiar para poder detectar

cuales son las alteraciones reales cuando deban asociarse a manipulacion experimental.
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También es importante complementar los estudios experimentales con la evaluacion
cuantitativa y cualitativa del eyaculado, peso de los testiculos, glandulas y Organos
accesorios reproductivos, estos parametros pueden ser necesarios para demostrar que un
compuesto provoca efectos adversos o no.

Filho et al”, hicieron biopsias a conejos Nueva Zelanda con la finalidad de evaluar dafio a
espermatogénesis, causada por técnicas de extraccion de semen, en sus conejos controles
de 7 a 8 meses de edad (213 — 244 dias), que eran sanos y fértiles. Hace la siguiente
descripcion de la espermatogénesis en los tubos seminiferos de sus conejos, basada, en el
indice de Johnsen: 14% los evalGa sin presencia de espermatozoides, solo espermaétidas, y
presencia de espermatocitos; 21% sin presencia de espermatozoides y solo espermatidas.
La coincidencia con nuestros hallazgos nos, reiteran la importancia de tener bases
histomorfoldgicas bien definidas, las cuales podamos usar para tener como punto de
referencia y de comparacion para futuros estudios con manipulacion experimental.

Solo como un dato adicional ciertos autores’’”, reportan que en el ser humano también es

comun observar alteraciones en la produccion espermatica.

9.0 CONCLUSION

Existen variantes en el desarrollo testicular entre las diferentes razas de conejos que deben
ser tomadas en cuenta al considerar a esta especie como modelo de investigacién en el
campo de biologia de la reproduccién.

La identificacion y diferenciacién de las células testiculares posnatales del conejo
Chinchilla permite establecer bases morfoldgicas para ratificar a esta especie como un

excelente modelo de estudio en biologia reproductiva de machos.
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