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Resumen

Durante los primeros ciclos espermatogénicos las células que no tienen las condiciones
necesarias para desarrollarse hasta la etapa de espermatozoide, y son descartadas. La
presencia de cuerpos apoptoéticos y DNA fragmentado, indican que la apoptosis es la
ruta de eliminaciéon celular que mantiene la homeostasis dentro de los tubos
seminiferos.

Se sabe que existen otros tipos de muerte celular como la autofagia y la necrosis, que
poseen caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas diferentes a los de la apoptosis.

En el presente trabajo se evaluaron los aspectos morfolégicos, ultraestructurales e
inmunohistoquimicos de los espermatocitos durante la muerte en ratas prepuberes. Se
utilizaron testiculos de organismos de 18, 25, 27 y 32 dias de nacidos. El tejido se
procesé con las técnicas estandar para microscopla Optica y para microscopia
electréonica. A nivel de microscopia oOptica se realizaron inmunolocalizaciones para
1dentificar el proceso de apoptosis, asi como al de autofagia. Se detecté a la caspasa-3
activa y se desarrolld la técnica de TUNEL para apoptosis; para autofagia se
immunodetectaron las proteinas LC3 y Lamp-1. El material procesado para
microscopia electrénica se cortd y se contrasté con acetato de uranilo (4%) y citrato de
plomo (0.035%), lo que permitié describir las caracteristicas ultraestructurales de las
células de los cordones y tubulos seminiferos de las diferentes edades estudiadas.
Finalmente, se hizo un andlisis cuantitativo de la incidencia de muerte celular por
edad considerando el cociente obtenido de las células marcadas en cada una de las
inmunolocalizaciones, entre el numero total de células presentes en un corte
transversal de cordén o tibulo seminifero.

Los resultados del analisis inmunohistoquimico del presente trabajo, evidenciaron que
los espermatocitos primarios en etapas de cigoteno-paquiteno, presentaron
caracteristicas iniciales (activacién de caspasa-3) y tardias del proceso de apoptosis
(fragmentaciéon de DNA). Las observaciones ultraestructurales permitieron identificar
de forma especifica que los espermatocitos presentan alteraciones iniciales del proceso
de eliminacién desde la etapa de cigoteno, caracteristica que no habia sido descrita
para ratas Wistar. Las alteraciones iniciales incluyen una separacion entre las células,
mitocondrias con dilatacion de las crestas mitocondriales y pérdida de la membrana
interna de la envoltura nuclear; las fases finales del proceso de eliminacién se
caracterizan por una fuerte compactacién de la cromatina y la presencia de cuerpos
apoptoticos. Otro aspecto importante observado a nivel ultraestructural, fue una gran
cantidad de vesiculas autofagicas presentes en las células de Sertoli, producto de la
fagocitosis de los restos celulares de los espermatocitos eliminados.

La evaluaciéon morfolégica e inmunohistoquimica de la muerte celular en los
espermatocitos de los tibulos seminiferos de ratas prepuberes, indican que durante los
primeros ciclos espermatogénicos del epitelio seminifero la muerte celular se lleva a
cabo por apoptosis y la muerte por autofagia ocurre como un proceso fisioldgico basal
en estas células.



ABSTRACT

In the course of the first spermatogenic cycles the cells that are not capable to reach
the mature phase are eliminated. The presence of apoptotic bodies as well as
fragmented DNA, are revealing that apoptosis is the cell death route responsible by
means the cellular homeostasis inside of the seminiferous tubules is preserved.

Recent studies indicate that there is other type of cell death process besides the known
apoptosis and necrosis; this is autophagy which has morphological and biochemical
characteristics different to the apoptosis process.

In this work, the morphological, ultrastructural and immunohistochemical aspects of
sperm death in pre-pubertal rats were evaluated. Rat testis of 18, 25, 27 and 32 days
old were studied. The biological material was processed by means of electron
microscopy and light microscopy standard techniques. The identification of both
processes apoptosis and autophagy was made to the light microscopy level. To identify
apoptosis we performed IHC against active caspase-3 and TUNEL techniques were
development. To identify autophagy, LC3 and Lamp-1 proteins were immunodetected.
The processed electron microscopy material was cut, and contrasted with uranyl
acetate (4%) and lead citrate (0.035%); this technique allowed identifying the
ultrastructural features of the cells from both seminiferous cords and tubules, of the
different studied stages. Finally, a quantitative analysis of cell death incidence was
made to each age by means of the ratio between the cells positive to the cell death
labels and the total cells presents in a seminiferous cord/tubule transversal cut.

The immunohistochemical results showed primary spermatocytes in zygotene-
pachytene stages with initial apoptotic characteristics (activation of caspase-3) and
late apoptotic characteristics (DNA fragmentation). The ultrastructural observations
allowed identifying in a detailed manner that the spermatocytes have initial
alterations since the zygotene stage; this feature had not been described in Wistar
rats. Initial alterations include a separation between cells, mitochondrial cisterns
dilated, and loss of portions of the inner nuclear envelope; the final stage of the
removal process is characterized by chromatin highly compacted, and the presence of
apoptotic bodies. Another important aspect observed at the ultrastructural level, was
the presence of several autophagic vesicles in Sertoli cells, as a consequence of the
phagocytosis to clearance the cell debris of the eliminated spermatocytes.

The morphological and immunohistochemical evaluation of the cell death in
spermatocytes in the seminiferous cords/tubules of pre-pubertal rats, indicate that
during the first cycle spermatogenic of seminiferous epithelium, the cell death is
carried out by apoptosis, and the autophagy is performed as a basal physiological
process in these cells.



INTRODUCCION

1.- Testiculo

En los mamiferos, los testiculos son 6rganos ovoides pares que estan dentro del escroto
fuera de la cavidad abdominal, suspendidos de los cordones espermaticos y adheridos
al escroto por los ligamentos escrotales. Las dos funciones primarias de los testiculos
son la producciéon de gametos masculinos o espermatozoides (espermatogénesis) y la
sintesis de hormonas sexuales masculinas o andrégenos (esteroidogénesis).
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Figura 1.- Estructura de testiculo. En el esquema se muestran la estructura testicular, los conductos
eferentes, el epididimo y el conducto eferente (Tomado de Dym et al., 1995).

Cada testiculo esta rodeado por una capsula de tejido conectivo denso, irregular,
fibroso, con alta cantidad de colageno, conocido como tiinica albuginea, profunda a esta
capa se encuentra la tunica vascular, un tejido laxo que forma la capsula del testiculo.
La superficie posterior de la tunica albuginea est4 un poco engrosada y forma el
mediastino testicular, del cual irradian tabiques de tejido conectivo que subdividen
cada testiculo, formando compartimentos intercomunicados que se conocen como
I6bulos testiculares. Cada 1lébulo testicular esta formado por tibulos seminiferos con
terminacion ciega, rodeados por un tejido conectivo muy vascularizado y con una
inervaciéon abundante. En este tejido conectivo se encuentran dispersas pequeiias
aglomeraciones de células endocrinas, las células intersticiales o de Leydig, las cuales
son células grandes poliédricas que contienen inclusiones lipidicas, encargadas
principalmente de la secrecion de esteroides (Figural).



Los espermatozoides se producen en el epitelio seminifero de los tubulos seminiferos, y
pasan a través del extremo abierto de cada tibulo seminifero, a los tdbulos rectos y
posteriormente a la red testicular o rete testis. Los espermatozoides salen de la red
testicular a través de los conductos eferentes que se fusionan con el epididimo.

La vascularizacion de cada testiculo deriva de la arteria testicular, la cual es una rama
directa que desciende de la aorta abdominal al escroto en compafia del conducto
deferente para constituir los elementos vasculares intratesticulares. Los lechos
capilares de los testiculos se retinen en varias venas que forman el plexo venoso
pampiniforme, que envuelven la arteria testicular y transportan la sangre desde los
testiculos hacia las venas abdominales. Esta distribucién permite el intercambio de
calor entre los vasos sanguineos y contribuye a mantener a los testiculos a una
temperatura mas baja con respecto a la temperatura sistémica (Gartner & Hiatt,
2002; Ross et al., 2005).

1.2.- Origen, formacioén y desarrollo de los testiculos

El sexo gonadal esta determinado por el gen SRY en mamiferos que se haya situado en
la region determinante sexual en el brazo corto del cromosoma Y, este gen codifica una
proteina especifica que se une al ADN, llamada TDF (testicular determinant factor)
que es la causa directa del desarrollo y la diferenciacion testicular.

Los andrégenos, sobre todo la testosterona, son indispensables para adquirir el
fenotipo masculino y son la causa del dimorfismo sexual (Ross et al., 2005).

Durante la embriogénesis, los testiculos se desarrollan retroperitonealmente en la
pared posterior de la cavidad abdominal. Conforme descienden al escroto llevan
consigo una porciéon del peritoneo. Esta evaginacién peritoneal, forma una cavidad
serosa que rodea de manera parcial la superficie antero-externa de cada testiculo y ello
le permite cierto grado de movilidad dentro de su compartimiento en el escroto
(Gartner & Hiatt, 2002).

Los testiculos derivan del mesodermo intermedio que forma las crestas urogenitales
en la pared abdominal posterior, del epitelio celémico que tapiza las crestas
urogenitales y de las células germinales primordiales que migran desde el saco vitelino
hacia las génadas en desarrollo, donde se dividen y diferencian en espermatogonias.

La migracion de las células germinales primordiales hasta el sitio de formacion de las
gonadas, induce la proliferacion de las células mesodérmicas de las crestas
urogenitales y las células del mesotelio celomico, para que se desarrollen los cordones
sexuales primitivos, que mas tarde se diferencian en los cordones testiculares que dan
origen a los tibulos seminiferos, los tubulos rectos y la rete de testis.

En la primera etapa del desarrollo, los testiculos aparecen en la pared abdominal
posterior como primordios indiferenciados que son idénticos en ambos sexos. Al



principio de la embriogénesis masculina, el mesénquima que separa los cordones
testiculares da origen a células de Leydig, las cuales producen testosterona para
estimular el desarrollo del primordio indiferente en un testiculo.

El desarrollo y la diferenciacién de los genitales externos ocurren al mismo tiempo y
son causados por la accién de la dihidrotestosterona (DHT). La apariciéon de la
testosterona, el factor inhibidor Milleriano (MIF) y de la dihidrotestosterona (DHT)
en el embrion masculino durante el desarrollo determinan su sexo por induccién
hormonal (Figura 2).
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Figura 2. Desarrollo del testiculo y su influencia hormonal (Modificado de Ross et al. 2005).

Los testiculos descienden desde el abdomen hacia el escroto, esta migracién esta dada
por el crecimiento diferencial de la cavidad abdominal combinado con la acciéon de la
testosterona que causa el acortamiento del gubernaculum testis, que es un ligamento
sensible a la testosterona que conecta el polo inferior de cada testiculo con los pliegues
escrotales. Los testiculos descienden hacia el escroto a través del conducto inguinal,
una estrecha comunicacién entre la cavidad abdominal y el interior de las bolsas. El
descenso testicular a veces estd obstruido y conduce a una patologia conocida como
criptorquidia, la cual puede inducir alteraciones histolégicas irreversibles en el
testiculo y aumenta el riesgo de padecer cancer testicular (Ross et al., 2005).

1.3.- Tabulos seminiferos, espermatogénesis y ciclo del epitelio seminifero.

1.3.1.- Tibulos seminiferos



Los tubulos seminiferos son tubulos huecos contorneados, rodeados por lechos
capilares. Estan compuestos por una capa de tejido conectivo delgado y un epitelio
seminifero, y se encuentran separados por una membrana basal bien desarrollada.

En los roedores, la capa de tejido conjuntivo consiste en una sola capa de células
mioides pavimentadas que adoptan wuna disposiciéon epitelioide. A nivel
ultraestructural estas células presentan caracteristicas asociadas con las células
musculares lisas.

El epitelio seminifero es un epitelio estratificado complejo y poco habitual que tiene
varias capas celulares de grosor y estd compuesto por dos poblaciones celulares: las
células espermatogénicas y las células de Sertoli, las primeras se encuentran en
diversas etapas de maduracién (Gartner & Hiatt, 2002; Ross et al., 2005).

1.3.1.1.- Células de Sertoli.

Las células de Sertoli, actian como células de sostén de los espermatozoides en
desarrollo, se adhieren directamente a su superficie y actian como células “nodrizas”,
es decir, intervienen en el intercambio de sustratos y desechos metabdlicos entre las
células espermatogénicas en desarrollo y el sistema circulatorio. Ademas, se encargan
de fagocitar y degradar los cuerpos residuales que se forman en la dltima etapa de la
espermiogénesis y las células en proceso de muerte.

Las células de Sertoli son células cilindricas, cuyas membranas celulares poseen
plegamientos complejos. Estas células tienen prolongaciones apicales y laterales
extensas que rodean las células espermatogénicas contiguas y ocupan los espacios
entre ellas y se proyectan hasta la luz de los tibulos seminiferos. Estas células no se
dividen hasta después de la pubertad y estan apoyadas sobre la membrana basal del
epitelio seminifero multitestratificado.

Las células de Sertoli contienen un reticulo endoplasmico (RE) liso extenso, un reticulo
endoplasmico (RE) rugoso bien desarrollado y pilas o dimeros de laminillas anulares.
Poseen muchas mitocondrias esferoidales y alargadas, un aparato de Golgi bien
desarrollado, inclusiones lipidicas, numerosas vesiculas y lisosomas que pertenecen al
complejo endolisosémico, y cantidades variables de microtibulos y filamentos que
rodean el nucleo, lo separan de los organelos citoplasmaticos, y proporcionan apoyo
estructural para los gametos en desarrollo. Estas células presentan en su citoplasma
productos de inclusion conocidos como cristales de Charcot- Béttcher, cuya composicion
y funcién se desconocen.

La célula de Sertoli tiene un ntucleo ovoide, cuya ubicaciéon dentro de la célula varia
dependiendo de la especie. En algunas especies, el nucleo contiene un nucleolo
formado por una estructura tripartita, una estructura central y cariosomas en los
flancos.
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Las células de Sertoli forman complejos de uniones celulares que se pueden dar entre
Sertoli- Sertoli, uniones estrechas, entre Sertoli- célula espermatogénica, desmosomas,
y entre Sertoli y lamina basal, hemidesmosomas.

Los complejos de unién que forman las células de Sertoli entre si, estructuran la
barrera hematotesticular, que se caracteriza por formar uniones herméticas (zona
ocludens) que divide al epitelio seminifero en dos compartimientos, el compartimiento
basal y el compartimiento adluminal. Las espermatogonias y espermatocitos primarios
iniciales estan restringidos al compartimiento basal; los espermatocitos en desarrollo,
espermatidas y espermatozoides estan restringidos al compartimiento adluminal,
donde ocurren los procesos de meiosis y espermiogénesis. (Gartner & Hiatt, 2002; Ross
et al., 2005; Russel et al., 1990).

1.3.1.2- Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso dindamico altamente sincronizado que implica una
serie de pasos de division y diferenciacién eficientes con altas tasas de recuperacién
(Royere et al., 2004).

La mayoria de las células que componen el epitelio seminifero son células
espermatdgenicas en diversas etapas de maduracién. Estas células derivan de las
células germinales primordiales, las cuales se originan en el saco vitelino y migran a
las crestas gonadales durante la etapa inicial del desarrollo de los testiculos.

Los procesos de divisibn mitética y meidtica de las células espermatogénicas se
organizan e intercalan en capas celulares entre las células de Sertoli contiguas. Al
proceso en el cual una espermatogonia forma un espermatozoide es conocido como
espermatogénesis, y puede ser dividido en tres fases: la fase proliferativa, la fase
meidtica, y la fase de diferenciacién o fase espermiogénica.

La fase proliferativa esta representada por células espermatogénicas inmaduras, las
cuales son llamadas espermatogonias y son pequenas células germinales diploides,
localizadas en el compartimiento basal de los tubulos, apoyadas sobre la 1Amina basal.
Las espermatogonias sufren multiples divisiones mitéticas y generan una progenie
espermatogénica que muestra diferencias en el aspecto nuclear. Dependiendo de la
apariencia del nucleo se clasifican en espermatogonias tipo A, espermatogonias
Intermedias y espermatogonias tipo B.

Las espermatogonias tipo A tienen dos principales funciones, las de reserva y de
proliferacion celular. Muchas de éstas espermatogonias tipo A funcionan como “células
madre”, células de reserva en el tubulo seminifero, cuya funcién es generar y
regenerar células espermatdgenas dentro del tibulo seminifero. Las espermatogonias
durante la proliferacién, muestran una tasa mitética alta. Sus divisiones son
altamente sincronizadas, debido a que las células espermatégenas tienen una division
nuclear (cariocinesis) acompanada de una citocinesis modificada durante la mitosis y
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la meiosis de los espermatocitos. A medida que cada célula se divide para formar dos
células, va formando un puente citoplasmatico que las conserva unidas entre si hasta
el final del desarrollo.

Las espermatogonias A dan origen a las espermatogonias intermedias por divisién
mitética, y posteriormente se dividen para dar origen a las espermatogonias tipo B.
Las principales diferencias entre los tres tipos de espermatogonias son la ubicacién de
la cromatina dentro del nucleo y la ubicacién dentro del epitelio seminifero. Al final de
la etapa proliferativa, las espermatogonias tipo B se dividen por mitosis para originar
espermatocitos primarios jévenes (Figura 3).
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Figura 3.- Espermatogénesis. En el esquema se muestran las fases de la espermatogénesis y los tipos
celulares que las conforman (Modificado de Bloom & Fawcett, 1995), y en la fotomicrografia se observa la
distribucion celular en el tdbulo seminifero.

Los espermatocitos primarios son las células mas grandes del epitelio seminifero y
migran del compartimiento basal al adluminal tan pronto como se forman. Estas
células migran entre las células de Sertoli adyacentes y forman zonas ocluyentes con
las células de Sertoli, en consecuencia ayudan a conservar la integridad de la barrera
hematotesticular. Estas células duplican su ADN poco después de formarse y antes de
que comience la meiosis, de modo que cada espermatocito primario contiene el doble de
la cantidad normal de cromosomas (4n) y el doble de la cantidad de ADN.

A partir de la meiosis se obtiene una reduccion en la cantidad de cromosomas,
generando células haploides. La division meidtica esta constituida por dos etapas,
meiosis I y meiosis II; y en cada etapa pueden distinguirse 4 fases: Profase, metafase,
anafase y telofase. La profase meidtica I es la etapa mas larga y compleja, y es en la
que ocurre el apareamiento de los cromosomas homodlogos. Esta etapa se subdivide en
las etapas de leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno, y diacinesis. Estas etapas
tienen una fase de preparacién posterior a la divisién de la espermatogonia B que es
conocida como preleptoteno.
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Las células en preleptoteno son morfolégicamente similares a las espermatogonias B,
excepto que son ligeramente mas pequefias y tienen menos cromatina adosada a la
envoltura nuclear. Estas células entran en la profase meiética I, y progresivamente
van aumentando de tamario. Los cambios en la condensacién de la cromatina y otros
cambios nucleares son la base para la diferenciaciéon y subdivision de los
espermatocitos durante la profase meidtica (Gartner & Hiatt, 2002; Ross et al., 2005;
Russel et al., 1990).

En la primera fase de la profase meiética I, el leptoteno, el nucleo pierde gradualmente
su cromatina periférica y forma finos hilos de cromatina que pueden ser vistos a través
del microscopio. Estas estructuras en forma de hilos son los cromosomas condensados
que permanecen desapareados.

En las células en cigoteno, los cromosomas homologos comienzan el apareamiento. El
aparato de apareamiento en el ntucleo es llamado complejo sinaptonémico, el cual es
una estructura tripartita elongada que sd6lo es reconocible en el microscopio
electrénico, compuesta por dos elementos laterales y un elemento central. En esta
etapa los filamentos de los cromosomas aparecen mas gruesos en el nucleo estan
vinculados a lo largo del complejo sinaptonémico.

Cuando los cromosomas se han apareado completamente, las células han pasado del
estadio de cigoteno a paquiteno. Este estadio es el de mayor duraciéon en la profase
meidtica. En éste periodo ocurre la recombinacién genética y el entrecruzamiento,
permitiendo una diferente combinaciéon del material genético. Estas células son de
mayor tamano, son alargadas, presentan complejos sinaptonémicos y un complejo XY
desarrollado cerca del nucleolo celular.

La fase de diploteno de la meiosis en el macho es breve. Durante ésta fase el complejo
sinaptonémico desaparece, permitiendo que los cromosomas apareados se separen,
excepto en las regiones de los quiasmas. El diploteno se reconoce por sus separaciones
cromosomicas en diferentes fases, es dificil de reconocer en cortes histologicos. El
diploteno es la culminacién de la profase meidtica I. Al acabar esta etapa, se
comienzan a desarrollar las demas fases del proceso meidtico I: Metafase, anafase y
telofase.

Durante la metafase los cromosomas son alineados en la placa ecuatorial, en la
anafase son divididos y en la telofase los cromosomas homoélogos son enviados hacia
polos opuestos del huso meidtico. Las tétradas que fueron modificadas por la
recombinacién génica son separadas para convertirse en diadas de nuevo. Este proceso
ocurre muy rapidamente para completar la primera division meidtica. Las células
derivadas de la primera divisién meidtica reciben el nombre de espermatocitos
secundarios, son células pequenas que entran en un segundo proceso de division muy
rapidamente, por lo que permanecen poco tiempo en este estadio. Estas células se
encuentran en una pequeiia fraccién del tubulo y se caracterizan por un ntucleo
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redondo y por ser 40 % mas grandes que las espermatidas, con quienes comparten un
gran parecido morfolégico y nuclear en las primeras etapas del desarrollo de las
espermatidas. Los espermatocitos secundarios que entran en meiosis II pueden ser
distinguidos de los espermatocitos que entran en Meiosis I principalmente por su
tamano, ya que los que entran en meiosis II son relativamente mas pequenos. Estas
células entran de inmediato en la profase de la segunda divisién meiética sin pasar por
una fase de sintesis (fase S).

Durante la metafase de la segunda divisién meidtica, los cromosomas se alinean sobre
la placa ecuatorial y las cromatidas hermanas se separan y avanzan hacia los polos del
huso meiédtico. Todas las fases de la meiosis II (profase II, metafase II, anafase II y
telofase II) son breves y dan como resultado la produccién de dos células haploides,
por cada espermatocito secundario. Estas células son llamadas espermatidas.

Las espermatidas resultantes no experimentan divisiones adicionales y comienzan un
proceso de diferenciacién que produce espermatozoides maduros. A este proceso de
remodelacion y diferenciacion celular de las espermatidas se le conoce como
espermiogénesis. Los cambios morfolégicos que ocurren durante la espermiogénesis se
pueden dividir en cuatro fases: De Golgi, de casquete, de acrosoma y de maduracion.

La fase de Golgi se caracteriza por la presencia de granulos proacrosémicos, con una
gran cantidad de glucoproteinas que confluyen en una vesicula limitada por una
membrana contigua a la envoltura nuclear, llamada vesicula acrosémica. La vesicula
aumenta de tamarfio durante esta fase, y su posicién de la vesicula determina el polo
anterior del espermatozoide en desarrollo. Durante esta fase los centriolos migran
desde la regién yuxtanuclear hacia el polo posterior de la espermatidas, donde el
centriolo maduro se alinea perpendicularmente a la membrana plasmatica. El
centriolo inicia el armado de los nueve dobletes de microtubulares periféricos y de los
dos microtubulos centrales que forman el axonema de la cola del espermatozoide
(Gartner & Hiatt, 2002; Ross et al., 2005; Russel et al., 1990).

En la fase de casquete, la vesicula acrosémica se extiende sobre toda la mitad anterior
del nucleo, cambiando su nombre a casquete. La porcién de la envoltura nuclear que
esta debajo del casquete acrosémico pierde sus poros y sufre un engrosamiento,
mientras el contenido nuclear se condensa.

En la fase de acrosoma, la espermatida se reorienta de modo que la cabeza hunde
profundamente en la célula de Sertoli y se orienta hacia la lamina basal, y el flagelo en
desarrollo se extiende hacia la luz del tibulo seminifero. El ntcleo condensado de la
espermatida se aplana, se alarga, y desplaza el citoplasma hacia la parte posterior.
Los microtibulos se organizan en una vaina cilindrica y se extienden desde el borde
posterior del acrosoma hacia el polo posterior de la espermatida. Los centriolos que
habian iniciado el desarrollo del flagelo, retornan a la superficie posterior del nucleo,
donde el centriolo inmaduro se adhiere a un surco poco profundo del nucleo. Después
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son modificados para formar la pieza de conexion o regién del cuello del
espermatozoide en desarrollo. Mientras, la membrana plasmatica se mueve hacia la
parte posterior para cubrir el flagelo en crecimiento, las mitocondrias migran desde el
resto del citoplasma para formar una vaina helicoidal que rodea las fibras gruesas en
la regién del cuello.

En la fase de maduracién (la Gltima fase de la espermiogénesis) la espermatida reduce
el exceso de citoplasma en una estructura llamada cuerpo residual, en donde quedan
los puentes intercelulares. Este exceso de citoplasma es fagocitado por las células de
Sertoli, y los espermatozoides se separan y se liberan de las células de Sertoli hacia la
luz del tibulo seminifero.

Los espermatozoides recién formados son inméviles y no pueden fecundar un ovocito,
hasta que adquieran movilidad tras su paso por el epididimo (Gartner & Hiatt, 2002;
Ross et al., 2005; Russel et al., 1990).

1.3.2.-Ciclo y onda del epitelio espermatogénico

El ciclo espermatogénico se define como el tiempo necesario para el desarrollo
completo de una espermatogonia hasta la formacién de un espermatozoide. Asimismo,
las células espermatogénicas en diferenciaciéon no estan distribuidas al azar en el
epitelio seminifero; estan asociadas en grupos celulares especificos que forman
diferentes estadios ciclicos a lo largo del tubulo seminifero. Durante el proceso de
diferenciaciéon estas fases ocurren en forma secuencial y sincrénica en cualquier sitio
del tabulo.

A cada asociacién celular se le considera un estadio, y cada serie de estadios que hay
entre dos apariciones sucesivas del mismo patrén de asociacién celular se le considera
un ciclo del epitelio seminifero. Por otro lado, la onda del epitelio seminifero describe
la distribucién de los patrones de asociaciones celulares en toda la longitud del tabulo
(Gartner & Hiatt, 2002; Ross et al., 2005; Russel et al., 1990).

El ciclo espermatogénico de la rata se ha clasificado en 14 estadios, cada estadio
basado principalmente en los cambios del acrosoma y la morfologia de la cabeza de las
espermatidas jovenes. Los limites entre cada estadio no son claros (Figura 4). Estas
asociaciones celulares se observan claramente hasta la etapa adulta de la rata, ya que
en etapas anteriores no se encuentran todos los tipos celulares, ni se encuentra
completamente desarrollado el epitelio seminifero.

Durante las primeras 6 semanas de mnacimiento ocurre la primera onda
espermatogénica en la rata. Durante los primeros dias los cordones seminiferos
solamente tienen espermatogonias A primitivas con células de Sertoli irregulares.
Estas espermatogonias se van desarrollando y dividiendo durante los primeros 12
dias, donde aparecen los primeros espermatocitos primarios, los cuales se encuentran
en la etapa de cigoteno hasta el dia 14 y no se observan en paquiteno temprano hasta
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después del dia 15. Los espermatocitos secundarios y las espermatidas no aparecen
hasta después del dia 27. En cuanto a la formacién de la luz del tibulo ocurre hasta el
dia 16 después de haber nacido. Posteriormente termina la primera onda
espermatogénica alrededor de los 32 dias y empieza la madurez sexual (Russel et al.,
1990; Roosen-Runge, 1950; Clermont, 1957; Leblond, 1952, Rodriguez et al., 1997).
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Figura 4.- Ciclo del epitelio seminifero en rata. Cada columna corresponde a un estadio de los 14 que
tiene la rata adulta (Tomado de Russel et al., 1990).

1.4.- Histofisiologia y esteroidogénesis testicular

La principal funcién esteroidogénica del testiculo es la sintesis y secreciéon de
testosterona, la cual esta regulada por la interaccién hormonal del hipotalamo, el
I6bulo anterior de la hipdfisis y las células gonadales, en especifico células de Sertoli y
células de Leydig. La hipofisis, bajo la estimulaciéon del hipotalamo, produce dos
hormonas glucoprotéicas, la hormona luteinizante (LH) y 1la hormona
foliculoestimulante (FSH), que modulan la sintesis de testosterona.

La primera etapa en la via de sintesis de testosterona es sensible a LH, la cual se une
a los receptores de las células de Leydig, que interactian con proteinas G y activan la
adenilil-ciclasa para formar e incrementar la cantidad de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc). El aumento de AMPc induce la activacion de esterasas, las cuales segmentan
colesterol libre de las gotitas lipidicas intracelulares. Posteriormente, la desmolasa de
colesterol convierte el colesterol libre en pregnenolona, la cual puede entrar en dos
posibles rutas de sintesis de testosterona que utilizan las células de Leydig, la ruta
depende de la especie. La via de la Ades la ruta en la que se forma colesterol —
pregnenolona — progesterona - androstenediona y por ultimo testosterona, la cual es la
ruta mas encontrada en roedores, incluyendo la rata y el ratén. La via de la A5en la
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que se forma colesterol — pregnenolona - 17o-hidroxipregnenolona —
dehidroepiandrosterona — androstenediona - testosterona, que es una ruta encontrada
mayormente en perros, humanos, cerdos, y primates superiores. Los diversos
productos de la via de sintesis son lanzados entre el reticulo endoplasmico liso y las
mitocondrias hasta que es formada y liberada la testosterona al medio.

La testosterona por si misma tiene poca acciéon bioldgica directa, primero requiere la
conversién por la 5 a-reductasa en dihidrotestosterona. Casi toda la testosterona es
producida por el testiculo; menos el 5% que proviene de las glandulas suprarrenales.
La testosterona abandona las células de Leydig y se incorpora a los capilares
sanguineos y linfaticos o atraviesa el tejido peritubular para llegar al epitelio
seminifero (Gartner & Hiatt, 2002; Ross et al., 2005; Russel et al., 1990; Stocco & Mc
Phaul, 2006).

Para la proliferacion y diferenciacion de las células espermatogénicas son necesarias
concentraciones locales elevadas de testosterona y puesto que las concentraciones
sanguineas de testosterona no son suficientes para iniciar y conservar la
espermatogénesis, La FSH induce a las células de Sertoli para que sinteticen y liberen
proteina fijadora de andrégeno (ABP), que se une a la testosterona e impide que la
hormona salga de la regiéon del taibulo seminifero e incremente sus concentraciones
locales lo suficiente para sostener la espermatogénesis. Si las concentraciones de
testosterona aumentan, inhiben la liberaciéon de LH, en tanto que las concentraciones
de FSH pueden suprimirse por la hormona inhibina que producen las células de
Sertoli.

La concentracion periférica de testosterona, que es mucho menor influye sobre los
siguientes fenémenos:

e Diferenciacion del sistema nervioso central y del aparato genital (génadas y
vias espermaticas).

¢ Desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias.

e Desarrollo y mantenimiento de las glandulas sexuales anexas (vesiculas
seminales, prostata y glandulas bulbo uretrales), vias espermaticas y genitales
externos.

e Procesos anabdlicos y metabdlicos generales, incluidos el crecimiento del
esqueleto, el desarrollo del musculo esquelético, la distribucién del tejido
adiposo subcutaneo y la funcién renal.

e Conducta, incluido el deseo sexual.

Para el mantenimiento y desarrollo del testiculo, las células de Sertoli no solamente
estan a cargo de la sintesis de ABP y de la inhibina, también llevan a cabo diversas
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funciones fisiologicas, entre las que se encuentran la sintesis de una serie de
macromoléculas vitales para el desarrollo y mantenimiento del testiculo, como la
hormona anti-Milleriana, que suprime la formacién del conducto Miilleriano y
establece la masculinidad en el embrién en desarrollo; la produccién de un medio rico
en fructosa y transferrina testicular, las cuales son necesarias para nutrir y
transportar los espermatozoides recién formados de la luz del tdbulo seminifero a los
conductos genitales extratesticulares (Gartner & Hiatt, 2002; Ross et al., 2005; Russel
et al., 1990; Stocco & Mc Phaul, 2006).

2.- Muerte celular

La muerte celular es un proceso de eliminacién de células fisiologico fundamental
involucrado en el balance y control entre la proliferacién y la diferenciaciéon durante el
desarrollo embrionario y para la regulaciéon de la homeostasis celular en diferentes
tejidos en la fase adulta. Es un proceso que se lleva a cabo durante cualquier etapa del
ciclo celular y puede ser desencadenada por sefiales internas o externas (Kerr et al.,
1972; Escobar et al., 2011).

Se han descrito 3 tipos principales de muerte celular: Apoptosis o muerte celular tipo
1, autofagia o muerte celular tipo II y necrosis o muerte celular tipo III. Muchos
estudios han demostrado que estos tres tipos diferentes de muerte celular estan
bioquimicamente interconectados, y que la activaciéon o inhibicién de uno de ellos,
puede conducir a una activacién sinérgica o diferencial (Bustamante et al., 2012).

2.1.-Apoptosis

La apoptosis, o muerte celular programada tipo 1 es un proceso caracterizado
morfologicamente por el encogimiento general del volumen celular, la pérdida de
adhesién a las células contiguas, la condensacién y la fragmentacién de la cromatina
evidenciada por un ntcleo picnético, y la formacion de fragmentos denominados
cuerpos apoptéticos. En este proceso, el ADN se corta en fragmentos, el cual es un
proceso dependiente de la activacién de ADNasas activadas por caspasa (CADs), que
son activadas al separarse de su proteina inhibidora, el cual es un paso fundamental
para iniciar la muerte celular por apoptosis. Se caracteriza bioquimicamente por la
pérdida de la simetria de la membrana plasmatica, la cual provoca la externalizacién
de la fosfatidilserina, y la permeabilizacién de la mitocondria, la cual es un organelo
importante en la ejecucion de la apoptosis (Kerr et al., 1972; Escobar et al., 2011).

2.1.1.- Las caspasas

Las caspasas son un grupo distintivo de cisteinproteasas (proteasas con un residuo de
cisteina con capacidad catalitica) que se activan en una etapa temprana de la
apoptosis y desencadenan la mayoria o todos los cambios observados durante la
muerte celular. Estas cisteinproteasas son tetrameras que se caracterizan por
presentar un residuo de cisteina que regula la ruptura de otras proteinas, a través de
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la realizacion de un corte después de un acido aspartico (Thornberry et al.,, 1998;
Stennicke et al., 1998; Kumar, 2007).

Las caspasas son reguladas a nivel postraduccional para una activacién m4s eficiente,
por lo que son sintetizadas como proenzimas inactivas o zimoégenos, denominadas
procaspasas, que una vez activadas por protedlisis limitada y asociacién de
subunidades, adquieren su actividad catalitica. Las caspasas inactivas pueden ser
sustrato a su vez de las activas, de manera que unas caspasas activan a otras
siguiendo un orden jerarquico y en forma de cascada (Thornberry et al., 1998;
Salvensen et al., 1997).

Las caspasas tienen 3 regiones que consisten en un prodominio amino terminal, una
subunidad grande (p20) con un centro activo (Cys 285), y un extremo carboxilo
pequerio de 177 residuos (p10). El prodominio y la subunidad larga estan separados
por un lugar de corte con Asp y la subunidad grande esta separada de la pequena por
uno o dos sitio de corte Asp. La presencia de Asp en los sitios de corte induce su
maduracién, lo cual es consistente con la capacidad que tienen las caspasas de
autoactivarse o de ser activadas por otras caspasas como parte de un sistema de
amplificacién.

Cada caspasa con un prodominio largo contiene un moédulo de interacciéon proteina-
proteina que permite la unién y asociacién de sus reguladores. Por ejemplo, las
caspasas-8 y -10 contienen un dominio efector de muerte (death effector domain, DED),
mientras que las caspasas-2 y -9 contienen un dominio de reclutamiento y activacién
de caspasas (caspase activation and recruitment, CARD). Estos dos dominios tienen
secuencias distintas, pero se pliegan en una disposicién espacial similar que consiste
en 6 hélices a antiparalelas (Degterev et al., 2003).

Las caspasas se pueden clasificar de diferentes maneras, segin su estructura, su
funcién, o sustrato. Segin su funcién en mamiferos se pueden clasificar en: caspasas
proinflamatorias (caspasa-1,-4,-5,-11 y -12); caspasas ejecutoras de muerte (caspasa-3,
-6, y -7) y caspasas iniciadoras de muerte (caspasa-2, -8, -9 y -10) y la caspasa-14 esta
relacionada con la maduracién de queratinocitos. De acuerdo a su estructura general
se clasifican en caspasas con prodominio largo con CARD (caspasa-1, -2, -4, -5, -9, -11y
-12), caspasas con prodominio corto con DED (caspasa-8 y -10) y caspasas con
prodominio corto (caspasa-3, -6, -7 y -14). De acuerdo a la especificidad del sustrato se
clasifican en clase I, que son P4 con secuencia 6ptima: Trp, Glu, His, Asp (caspasa-1, -4
y -5), clase II, que son P4 con secuencia 6ptima: Leu /Val, Glu, X, Asp, (caspasa-6, -8, -
9y -11), clase III que son P4 con secuencia éptima: Asp, Glu, X, Asp, Val/His, (caspasa
-2, -3y -7) (Figura 5) (Thornberry et al., 1998; Stennicke et al., 1998; Salvensen et al.
1997).

Las caspasas actian a través de la division de un grupo selecto de proteinas
esenciales. Entre los blancos de las caspasas figuran mas de una docena de cinasas,
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entre las que se encuentra incluida la cinasa de adhesién focal o FAK, la cual
interrumpe la adhesién celular, y provoca un desprendimiento de la célula apoptdtica
de sus vecinas; o pueden inactivar algunas cinasas como la protein-cinasa B (PKB), la
protein-cinasa C (PKC) y Raf 1 que activadas fosforilan proteinas proapoptoéticas como
Bax y Bad (Baccarini, 2002; Reyland 2010).

Enlace entre

Efectoras de apoptosis Prodominio abamdadés
1

Caspasa 6 24 75 ™y 293 } Grupo 111
Caspasa 7 1 \

Caspasa 3 1 a e
Iniciadoras de apoptosis Asp-Glu-X-Asp
Caspasa 2

Caspasa 9 !

Caspasa 8 Grupo 111

{LeuNVal)-Glu-X-Asp

Caspasa 10

Respuesta mflamatoria

\
Caspasa 4 '
} Grupo |
Caspasa 1 ! Trp-Glu-His-Asp
Desconocida
Caspasa 14

Figura 5.- Clasificacion de las caspasas (Modificado de MacKenzie & Clark, 2012).

Otro blanco de las caspasas es la lamina nuclear, la cual estd conformada por
filamentos intermedios que constituyen el recubrimiento interno de la envoltura
nuclear. La lamina organiza el nucleoesqueleto y proporciona la estructura para la
unién de la cromatina a la envoltura nuclear. Las caspasas cortan las laminas en un
sitio Unico, desensamblando la polimerizaciéon de los filamentos intermedios y las
laminas A, By C, provocando el encogimiento del nicleo (Roseto, 1999).

Las estructuras del citoesqueleto como los microfilamentos de actina, los microtibulos
y los filamentos intermedios también son blancos de las caspasas. En este caso las
caspasas se encargan de la degradacién de proteinas estructurales como o-—actinas,
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tubulinas, queratinas y gelsolinas; y proteinas asociadas como Tau, espectrinas,
dineinas por ejemplo (Rojas, 2009).

2.1.2.- Las rutas de la apoptosis

La muerte celular puede iniciarse a través de diferentes vias de senalizacion, que
activan la cascada de las caspasas en las células. Actualmente se han descrito varias
rutas de sefializacidon que convergen en dos rutas principales: La via extrinseca y la via
intrinseca. La extrinseca es mediada por receptores de membrana, y la intrinseca
involucra la liberacién de citocromo C y otros factores de la mitocondria al citoplasma
(Figura 6) (Budihardjo, 1999; Creagh et al., 2003; Escobar et al., 2011).

Via intrinseca

Via extrinseca

Apoptosoma

Caspasa -8 ﬁ

(Caspasa-10)
170 % © Caspasa 9

Caspasas ejecutoras

!

Sustratos de muerte
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Figura 6.- Rutas de muerte por apoptosis. En el esquema se muestra la activacion y desarrollo de las
vias intrinseca y extrinseca que llevan a la apoptosis (Modificado de Igney y Krammer, 2002).

a) La ruta extrinseca

La ruta extrinseca es mediada por receptores de membrana y se inicia por la union de
un ligando a su receptor transmembranal que promueve el reclutamiento de proteinas
adaptadoras. Los receptores se caracterizan por la presencia de repeticiones multiples
ricas en cisteina en la porcién extracelular, y en la regién citoplasmatica por sitios de
Iinteraccion conocido como DD (death domain) que pueden ser inducidos por un
ligando. Los principales dominios de muerte son llamados Fas, también conocidos
como Apol o CD95 que son dominios principalmente asociados con la superfamilia de
receptores de los TNF (tumor necrosis factor). Son receptores con un rol central en la
regulacion fisiolégica de la muerte celular y estan relacionados en la patogénesis de
varios tumores malignos y deficiencias del sistema inmune (Budihardjo, 1999; Creagh
et al., 2003).

Una vez inducido el ligando, el receptor genera la formaciéon de un complejo inductor
de senializacién de muerte o DISC (death inducing signaling complex) que contiene
maultiples moléculas en las que se incluyen a FADD (Fas associated death domain) y a
las caspasas-8 o -10. FADD es reclutado al DISC a través de su DD que tiene en su
region carboxilo terminal que interactiia con su ligando, y a través de su DED (death
effector domain) en su regién amino terminal con el DED de la caspasa-8 o -10. Las
caspasas-8 y -10 son las caspasas iniciadoras en la ruta extrinseca, y una vez activadas
pueden disparar la activaciéon de caspasas efectoras, como la caspasa-3 (Escobar et al.,
2011; Muzio et al., 1998; Wajant, 2002).

Por otro lado, la ruta extrinseca puede activar la via mitocondrial. Una vez activadas
las caspasa-8 o -10, ademdas de activar otras caspasas, pueden truncar a Bid, una
proteina citoplasmica que al activarse provoca la permeacién de la membrana
mitocondrial y la liberacion de citocromo C (Budihardjo, 1999; Creagh et al., 2003;
Escobar et al., 2011).

b) La ruta intrinseca

La ruta intrinseca es independiente de receptores de muerte y es inducida por agentes
quimioterapéuticos, radiaciéon ultravioleta o especies reactivas de oxigeno. Implica la
permeacién de la membrana mitocondrial (en la que juegan un papel de regulacion
importante la familia de proteinas Bel-2) para liberar proteinas mitocondriales como
citocromo C, Omi/Htr2 (serina/proteasa), Smac/diablo, y AIf (apoptosis inducing
factor). Una vez liberado al citosol, el citocromo C se puede unir con la Apaf-1
(apoptotic peptidase activating factor-1) y la caspasa-9 para formar el apoptosoma.
Para formar el apoptosoma, el citocromo C se une a la regién carboxilo terminal de
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Apaf-1, facilitando la asociacién de dATP con Apaf-1, exponiendo su amino terminal y
su prodominio CARD (caspase recruitment domain). Se oligomerizan y se convierten
en una plataforma que recluta y activa a la caspasa-9 a través de una interaccién
CARD-CARD. El apoptosoma amplifica las sefiales de muerte y hace mas eficiente la
activacion de las caspasas, tanto activadoras como efectoras, ademas de encargarse de
la inhibicién de las IAPs (inhibitors of apoptosis proteins). Por ultimo, la caspasa-9 se
libera del apoptosoma y activa a las caspasas-3, -6 y -7, las cuales provocan la ruptura
de diversos sustratos (Adrain et al., 1999; Baliga & Kumar, 2003; Bao & Shi, 2007,;
Fulda & Debatin, 2006; Gross et al., 1999; Hu et al., 1998; Hu et al., 1999; Creagh et
al., 2003; Escobar et al., 2011; Zou et al., 1997).

Algunas proteinas importantes en la via intrinseca de la apoptosis, ademas de las
caspasas, son las proteinas de la familia Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia), las cuales
son proteinas reguladoras de la activacién de la apoptosis por la permeacién de la
membrana mitocondrial. La familia Bel-2 esta constituida por mas de 30 miembros y
esta dividido en tres grupos con base en sus funciones y en su composicién,
principalmente en sus dominios BH. Todos los miembros de la familia Bcl-2 tienen al
menos un miembro conservado de los dominios BH. Las proteinas de la familia Bel-2
han sido clasificadas en proapoptéticas, antiapoptéticas y BH3 only (las cuales por su
unico dominio BH3 pertenecen a otra clasificacién, aunque por su funcién, sean pro-
apoptdéticas).

Los miembros de la familia Bel-2 proapoptéticas promueven la formacién de poros en
la membrana mitocondrial externa, que permiten la liberacién de las proteinas
mitocondriales como el citocromo C y la Smac/diablo. Entre las proteinas que se
encuentran en esta clasificacion se encuentran Bax (Bcl-2-associated X protein), Bak
(Bcl-2 antagonist killer), Bok (Bcl-2 ovarian killer), las cuales comparten tres dominios
BH1, BH2 y BH3).

Los miembros de la familia BH3-only, comprenden 12 miembros, los cuales se
encargan de promover la activacién de las proteinas pro-apoptéticas como Bax o Bad y
de secuestrar o neutralizar proteinas anti-apoptéticas. Entre los miembros de esta
familia se encuentran Bad (Bcl-2 associated death promoter), Bim (Bcl-2 interacting
mediator of the cell death), Bid (BH3-interacting domain death agonist), Bmf (Bcl-2
modifying factor) y Puma (p53 upregulated modulator death agonist) (Adams & Cory,
1998; Giam et al., 2008; Gross et al., 1999).

Los miembros de la familia Bcl-2 antiapoptéticas promueven la supervivencia celular y
son capaces de prevenir la liberacién de factores que promuevan los procesos
apoptoticos, ya que estas proteinas contienen un sitio hidrofébico capaz de unirse a
miembros de las familia Bel-2 pro-apoptoéticas y algunos de la familia BH3 only
impidiendo su activacién. Estas proteinas pueden contener en su estructura hasta
cuatro dominios BH. Entre los principales miembros de este grupo se encuentran las
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proteinas Becl-2, Bel-xLi y Bel-w, (Figura 7) (Adams & Cory, 1998; Giam et al., 2008;
Gross et al., 1999; Youle et al., 2008).

Anti-apoptéticas kDa
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Figura 7.- Clasificacién de las proteinas Bcl-2 (Modificado de Taylor y Cullen, 2008).
2.2.-Autofagia

La autofagia es una via de degradacién lisosomal, es un proceso fisiolégico altamente
dindmico esencial para la supervivencia, diferenciacién, desarrollo, y homeostasis
celular. Este proceso implica la reorganizacion de las membranas subcelulares para el
secuestro del citoplasma y de los organelos, el cual forma vesiculas de doble membrana
que se fusionan con un lisosoma, donde el contenido es degradado y reciclado. Las
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principales rutas de degradacién de los constituyentes celulares son la autofagia y el
reciclamiento citosélico del proteosoma, ambas son importantes bajo condiciones de
estrés y durante el desarrollo embrionario.

Se han identificado tres formas de autofagia: autofagia mediada por chaperonas,
microautofagia y macroautofagia. Las cuales se diferencian en sus funciones
fisiolégicas y el modo en el que reclutan el sustrato que va a ser degradado por el
lisosoma. Es un proceso que mantiene el equilibrio entre la sintesis protéica, la
biogénesis de organelos y su degradacion. En mamiferos, la macroautofagia es el
principal mecanismo catabdlico.

La autofagia esta mediada por un organelo llamado autofagosoma. La formacion de los
autofagosomas y la dindmica de la membrana estan altamente conservadas en
levaduras, plantas y animales. En el primer paso de la formaciéon del autofagosoma,
los componentes citoplasmaticos (incluyendo a los organelos) son secuestrados por una
membrana Unica llamada fagéforo o membrana de aislamiento. La formacion del
fagéforo depende de la participacién de una familia de proteinas importantes llamadas
Atg, de las cuales, 18 de 31 proteinas existentes estan involucradas en la formacion del
autofagosoma, entre las que se encuentran la Atg3, la Atgb, la Atg7, la Atgl0, la Atgl2
y la Atg8/LLC3. Estas proteinas se encargan de la organizacién, reclutamiento y
andamiaje del autofagosoma, algunas de las cuales también estan involucradas en la
ubiquitinacién de proteinas blanco (Klionsky et al., 2000; Levine & Kroemer, 2008). En
cuanto a la LC3, es una proteina que se encuentra libre en el citoplasma como pro-LC3
y también como LC3-1, pero al ser conjugada con el fosfolipido fosfatidiletanolamina, se
puede incorporar a la membrana de los autofagosomas, es entonces cuando se puede
asociar con un aumento en la actividad autofagica, cuando se observa un patrén
punteado por inmunoflorescencia.

La porcién citoplasmatica es engullida y aislada completamente por el autofagosoma,
un organelo tipico de doble membrana. Sin embargo, este paso es un simple secuestro
y no implica la degradacion de sus componentes. Se piensa generalmente que es un
sistema de degradacion no selectivo, en contraste con el sistema ubiquitina-
proteosoma, que reconoce especificamente proteinas ubiquitinadas para la degradacién
proteosomal.

Después de haberse formado el autofagosoma, éste se fusiona con el lisosoma
formando un autofagolisosoma, en el cual se degrada el contenido por enzimas
hidroliticas (Klionsky et al., 2000; Levine & Kroemer, 2008; Mizushima, 2007; Tanida
et al., 2004).

Los lisosomas son organelos que contienen alrededor de 50 diferentes enzimas, entre
las cuales se encuentran varias proteasas, lipasas, glucosidasas, fosfatasas y
nucleasas, capaces de degradar todo tipo de polimeros biolégicos derivados del espacio
extracelular o desde el citoplasma. Los lisosomas funcionan como un sistema digestivo
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celular, en donde la membrana lisosomal media funciones de compartamelizacién y
acidificacién del lumen lisosomal, transporte de aminodacidos, acidos grasos y
carbohidratos resultantes de la degradacion. En el citoplasma los lisosomas se
visualizan como vacuolas densas esféricas de diferentes tamanos.

Los lisosomas se forman a partir de la fusién de vesiculas de la red trans del aparato
de Golgi, los cuales son formados primeramente como endosomas tempranos, los
cuéles van madurando y su pH disminuye hasta llegar a su 6ptimo (alrededor de pH 5)
necesario para la actividad de las hidrolasas acidas lisosomales. Para mantener un pH
acido, los lisosomas deben concentrar iones H+ activos. Esto se logra mediante una
bomba de protones en la membrana lisosomal, que transporta protones hacia el
lisosoma desde el citosol, mediante la hidrolisis de ATP (Levine & Kroemer, 2008;
Mizushima, 2007; Tanida et al., 2004).

Las enzimas lisosomales estan dirigidas a los lisosomas por una marca de residuos de
manosa-6- fosfato, que son reconocidos por receptores en la red trans del aparato de
Golgi y empaquetados en vesiculas. Las hidrolasas se liberan en el lumen del
endosoma, mientras que los receptores permanecen en la membrana y son
eventualmente reciclados por el aparato de Golgi (Kornfeld & Mellman, 1989; Cooper,
2000; Luzio et al., 2003).

Los autofagolisosomas poseen proteinas altamente glicosiladas como Lamp-1 y Lamp-2
(Lysosome-associated membrane protein 1y 2). Estas son proteinas transmembranales
de tipo 1 con un dominio luminal grande, un dominio transmembranal y una cola
citoplasmatica carboxilo terminal. Ambas Lamps tienen carbohidratos unidos a la
regiéon luminal que funcionan como protectores de la membrana lisosomal contra la
accién de enzimas hidroliticas. En estos autofagolisosomas el contenido es degradado y
transportado al citoplasma para la reutilizacion de sus componentes (Figura 8)
(Escobar et al., 2011; Eskelinen, 2005; Eskelinen, 2006; Mizushima, 2007).

End/osoma Lisosoma
Estructura } 4 4
Pre-autofagosomal Fagoforo Autofagosoma Autolisosoma o
(PAS) —_ Autofagolisosoma

Amfisoma

Vacuola autofagica

Figura 8.- Formacion del autofagolisosoma (Modificado de Mizushima, 2007).

En la mayoria de las circunstancias, la autofagia es una via de adaptacién al estrés
que promueve la supervivencia celular. La paradoja esta en que la autofagia también
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se considera un tipo de muerte celular programada no apoptdtica. Este tipo de muerte
ha sido definida a través de criterios morfolégicos, como un exceso en la cantidad de
vesiculas autofagicas; sin embargo, se considera una caracteristica insuficiente para
determinar si es una muerte celular por autofagia, por lo que se evalian
bioquimicamente la presencia de proteinas proautofagicas como Beclina-1 y LC3.

Todavia no se entienden completamente los factores que determinan en una célula si
la autofagia es un proceso citoprotector o citotéxico, tampoco se sabe si este proceso es
resultado de la degradacién especifica de citoprotectores u otro mecanismo que dispare
la cascada de senalizacién de la ruta de muerte celular, o es resultado de cruzar un
umbral o punto de no retorno de autodigestion.

Aunque la autofagia ocurre de manera independiente, puede ligarse a vias de muerte
apoptéticas a través de moléculas que interactian en ambos procesos. La activacién
sinérgica de ambas rutas puede ser consecuencia de los umbrales de sefalizacién de
cada proceso. Sin embargo, estas rutas no solamente pueden activarse a si mismas,
también pueden desactivarse o inhibirse dependiendo de las condiciones celulares
(Levine & Kroemer, 2008; Kroemer & Jaiateld, 2005; Guicciardi et al., 2004;
Rubinstein et al., 2012).

2.3.- Necrosis

La necrosis es un proceso que ocurre en las células que se exponen a un medio fisico
desfavorable (por ejemplo: hipotermia, hipoxia, radiacion, pH bajo, traumatismos, etc)
el cual causa una lesién celular aguda, evidenciada por un dafio de la membrana
plasmatica, y por una hinchazén y fragmentacién intracelular. En condiciones
fisiol6gicas el dafio de la membrana puede ser iniciado por virus, sustancias como el
complemento o proteinas llamadas perforinas. Dos caracteristicas tipicas de este
proceso son la tumefaccién rapida y la lisis celular, las cuales son evidenciadas por un
aumento de enzimas en el citoplasma como la LDH (lactate dehydrogenase), la GDH
(glutamato dehydrogenase) y el AST (aspartate). Este proceso puede ser iniciado a
través de la activacion de quinasas pronecréticas como RIP1 y RIP3, que
desencadenan la produccién de especies reactivas (ROS), a este proceso se le conoce
como necroptosis (Cho et al., 2010; Moquin & Chan, 2010).

Los organelos intracelulares como las mitocondrias, el RER y el ntcleo sufren
alteraciones irreversibles que son causadas por un exceso en la entrada de agua a la
célula, ocasionado por el dafo de las bombas de iones. A menudo se asocia con una
vasta lesién de tejidos vecinos y una respuesta inflamatoria intensa (Golstein &
Kroemer, 2007; Bustamante et al., 2012).

La necroptosis esta relacionada con la apoptosis a nivel molecular a través de
receptores TNF. Sin embargo se ha observado que la activacién de una respuesta
anula la actividad de la otra (Moquin & Chan, 2010).
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ANTECEDENTES

1.- Muerte celular en testiculo

La muerte celular es un proceso normal y regular que se lleva a cabo para mantener la
homeostasis en los testiculos de varias especies; esta pérdida de células es conocida
desde finales del siglo XIX como degeneracién celular, y fue sustituido por el término
de apoptosis o muerte celular programada en la década de los 70’s (Kerr et al., 1972;
Roosen-Runge, 1973). Se calcula que hay una pérdida del 756% de las células
germinales potenciales en los tubulos seminiferos durante la espermatogénesis
(Huckins, 1978; Oakberg, 1956; Dunkel et al., 1997).

La espermatogénesis es un proceso donde se elevan los indices de muerte celular
durante algunos estadios especificos en la rata adulta, durante el desarrollo
embrionario, v durante los primeros ciclos espermatogénicos en ratas juveniles
(Royere et al., 2004).

La viabilidad de las células germinales dependen directamente de la cantidad de
células de Sertoli, ya que estas células ademas de funcionar como nodrizas, por
mecanismos de sefializacién pardcrina pueden iniciar o regular la transduccién de
senales apoptéticas (Royere et al., 2004; Sinha et al., 2003).

Existen diversas alteraciones fisiolégicas que activan los procesos de muerte, entre las
mas estudiadas se encuentra la falta de hormonas, como la FSH, la LH, la
testosterona y los andrégenos, las cuales tienen un efecto directo sobre el desarrollo de
las células germinales. La ausencia o inhibicién de alguna de éstas ocasiona un
aumento de la muerte celular por apoptosis (Billig et al., 1995; Brinkworth et al., 1995;
Tapanainen et al., 1993; Russel et al., 1977; Russel et al., 1987; Dunkel et al., 1997).
El punto de control paquiténico (el checkpoint) es otra causa de muerte celular, ya que
es un punto de control que regula la divisién meidtica e impide el desarrollo de células
que no completan la recombinacién meidtica o estan estacionadas en un estadio un
largo periodo de tiempo (Roeder & Bailis, 2000; Odorisio et al., 1998).

La eliminacién celular en la espermatogénesis no solo se presenta bajo condiciones
fisiologicas, también se presenta bajo tratamientos como radiaciones, quimioterapia,
hipertermia u otros compuestos que alteran diversos factores reguladores de este
proceso (Morales et al., 2007; Shaha & Mishra, 2010).
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La apoptosis en el testiculo se puede identificar por la fragmentaciéon de la cromatina,
contraccion del citoplasma, vacuolizacién y cambios en la morfologia mitocondrial. El
porcentaje de células apoptoéticas es similar al porcentaje de células en divisién celular.
Los cuerpos apoptoticos se encuentran en estadios definidos, y normalmente en grupos
(Roosen-Runge, 1955; Roosen-Runge, 1973).

Bioquimicamente, se han reportado diferentes proteinas, genes y miRNAs que
interactiian para la activacién de la apoptosis en células germinales. Sin embargo, se
ha observado que la principal ruta de muerte, es la apoptosis por la via extrinseca,
donde participa el sistema Fas/Fasl, en donde el receptor Fas del espermatocito
interactia con el FASL de las células de Sertoli, activando la ruta de muerte celular
(Lee et al., 1997; Oldereid et al., 2001). Sin embargo, se ha observado también la
participaciéon de las proteinas proapoptéticas de la familia Bel-2 en espermatocitos
durante la apoptosis. Las Bcl-2 proapoptéticas estan relacionadas principalmente a la
via intrinseca, y se ha visto principalmente su activacién en organismos knock out y en
tratamiento con alteraciones hormonales (Royere et al., 2004).

Entre los oncogenes que pueden modular el proceso de apoptosis se encuentran el
sistema Kit-factor, el cual se expresa en células germinales y en células de Leydig (Yin
et al., 1998). En cuanto al factor P53, se ha reportado que se expresa y promueve la
apoptosis en células germinales primordiales, espermatogonias A y espermatocitos
primarios (Royere et al., 2004; Yin et al., 1998; Oldereid et al., 2001).

Entre las células germinales, las espermatogonias y los espermatocitos son los
principales objetivos de los procesos de muerte celular. Las espermatogonias que se
encuentran en continuos procesos de divisién mitdtica presentan procesos apoptdticos
caracterizados morfolégicamente por la marginacién de la cromatina nuclear y la
formacién de cuerpos apoptéticos, y bioquimicamente por la transcripcién de p53 y la
fragmentacion de ADN. (Allan et al., 1992; Clermont, 1962; De Rooij & Lok, 1987;
Roosen-Runge, 1973; Huckins, 1978; Huckins & Oakberg, 1978; Royere et al., 2004).

Los espermatocitos primarios mueren abundantemente en estadios definidos del ciclo
espermatogénico en etapas maduras y durante las primeras ondas espermatogénicas
en etapas prepuberes. Los espermatocitos que presentaron procesos de apoptosis se
1dentificaron como paquitenos tempranos de la profase meidtica, caracterizados por la
presencia de cuerpos apoptoticos en estadios definidos del ciclo. Las caracteristicas
morfolégicas apoptodticas principales de estas células son la formacién de cuerpos
apoptéticos y condensacion nuclear, y bioquimicamente la fragmentaciéon de ADN, la
activacion de caspasas y Bel-2 proapoptoéticas (Jahnukainen et al., 2004; Richburg and
Boekelheide, 1996; Lee et al., 1997). Dependiendo de la cantidad de energia y
sustratos disponibles, los procesos apoptoticos de los espermatocitos pueden
desactivarse y activar procesos necréticos (Bustamante & Quiroga, 2012).

29



Las células de Sertoli también sufren procesos de apoptosis, sobre todo en las primeras
etapas de desarrollo del tubulo seminifero, las cuales estan involucradas
principalmente en la formacién de la luz del tdbulo seminifero. Su muerte celular esta
relacionada con su densidad poblacional y la interaccion nutricional con la membrana
basal del tubulo (Dirami et al., 1995; Dym et al., 1995).

En el testiculo, los procesos de autofagia han sido poco caracterizados, sin embargo se
ha visto que bajo condiciones de estrés térmico o golpes de calor se pueden activar
procesos de autofagia y apoptosis en células germinales en cultivos celulares (Zhang et
al., 2012; Kim et al., 2013).

2.- Muerte celular durante los primeros ciclos espermatogénicos.

El inicio de la fase meidtica de la espermatogénesis en la mayoria de los mamiferos
esta relacionado con un incremento de células apoptéticas que limitan la eficiencia de
su produccién de espermatozoides durante los primeros ciclos espermatogénicos antes
de entrar en la pubertad. Diversos estudios han mostrado que la muerte celular por
apoptosis es un proceso primordial en el desarrollo de este tejido durante las primeras
etapas de desarrollo. Después de estas etapas se incrementa la supervivencia celular
dentro del tibulo. Este proceso requiere una progresién continua del ciclo celular, y al
no tener las condiciones adecuadas para su desarrollo, ni estar arrestadas en un
estadio un largo periodo de tiempo, las células germinales son altamente sensibles a
procesos de eliminaciéon (Royere et al., 2004).

La apoptosis de las células germinales depende directamente de las relaciones entre
estas y las células de Sertoli. No solamente por su capacidad de activar la ruta de
muerte directamente a través de diversos factores como el Fasl, sino también
indirectamente a través del ensamblaje incompleto de la barrera hematotesticular, la
cual limita las condiciones para que se desarrollen los espermatocitos. Esta barrera no
se ensambla completamente antes de los 15 dias postnatales en rata.

Los disefios experimentales que se han hecho para comprender los mecanismos y las
causas que desatan este evento han sido basados en la privaciéon hormonal y en
modelos con criptorquidia, donde se ha establecido que la FSH, la testosterona y las
bajas temperaturas son vitales para la supervivencia celular en esta etapa del
desarrollo (Royere et al., 2004)

La apoptosis en los primeros ciclos espermatogénicos en rata se presenta de los 16 a
los 32 dias de edad (Billig et al., 1995; Boekelheide et al., 1998). Estos procesos han
sido encontrados abundantemente entre los 25-27 dias de edad, en los estadios IV-VI,
los cuales han sido identificados a través de la expresién de proteinas proapoptéticas
de la familia Bel-2, la activacién de caspasas, la fragmentaciéon de ADN, y la presencia
de cuerpos apoptoéticos (Billig et al., 1995; Russel et al., 1987; Rodriguez et al., 1997).

Los procesos de apoptosis y autofagia durante estas etapas han sido poco descritos.
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JUSTIFICACION

El proceso de muerte celular en el testiculo durante la primera onda espermatogénica
ha sido tipificado como apoptosis en espermatocitos en paquiteno. Sin embargo, no se
tiene una caracterizacién completa y factible del proceso de muerte celular en esta
etapa de maduracién. Observaciones hechas por nuestro grupo de investigacién
indican que puede haber otros tipos de muerte celular, debido a la presencia de
vesiculas autofagicas en tibulos seminiferos, y la coexistencia de apoptosis y autofagia
en otros tipos de células germinales. Por lo cual se considera que debe realizarse una
exploracién y descripcién detallada de las caracteristicas de muerte celular durante
estas etapas.

HIPOTESIS

Tanto la autofagia como la apoptosis son eventos muerte celular en los tibulos
seminiferos durante la primera onda espermatogénica.
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OBJETIVOS

1.- Objetivos generales

Identificar, caracterizar y cuantificar los procesos de eliminacién celular en
espermatocitos primarios durante los primeros ciclos espermatogénicos en
testiculos de ratas prepuberes.

Determinar si las caracteristicas celulares durante el proceso de muerte de la
primera onda espermatogénica estan asociadas con apoptosis, autofagia o una
combinacién de ambas.

2.- Objetivos particulares

Describir las asociaciones celulares de los tibulos seminiferos de testiculos de
rata prepuber.

Caracterizar a nivel wultraestructural las alteraciones celulares de los
espermatocitos en proceso de muerte durante la primera onda espermatogénica
en testiculos de rata prepuberes.

Identificar a nivel ultraestructural los tipos celulares que estan muriendo por
los diferentes procesos de muerte celular.

Correlacionar los procesos de eliminacion, identificando y cuantificando las
proteinas proapoptoéticas y proautofagicas por medio de inmunohistoquimica.
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MATERIAL Y METODOS

1.- Material biolégico

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) wistar machos de 18, 25, 27 y 32 dias de edad,
6 ratas por cada edad respectivamente. Cada ejemplar fue anestesiado, diseccionado y
eutanasiado conforme a la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999, para la
extraccién de los dos testiculos. Un testiculo fue fijado para microscopia electrénica e
incluido en resina epodxica, para buscar caracteristicas ultraestructurales, y el otro
testiculo fue fijado para microscopia éptica e incluido en parafina, para la realizacién
de las inmunolocalizaciones y la técnica de TUNEL para detectar muerte celular.

2.- Microscopia electronica de transmision

Se hizo la fijacién de los fragmentos de los testiculos con glutaraldehido al 2.5% en
amortiguador PBS 1X (phosphate buffer saline) pH 7.2 durante dos horas.
Posteriormente, se les hizo los lavados a las muestras con el mismo amortiguador. A
una parte del testiculo se le hizo una postfijaciéon con tetraéxido de osmio (OsOyq) al 1%
en PBS 1X durante una hora y después se le hicieron los lavados con el amortiguador.
Se realiz6 la deshidrataciéon del tejido en alcoholes graduales desde etanol al 30%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, etanol absoluto, 10 minutos por alcohol aproximadamente.
Se realizé una preinclusién con mezclas de 6xido de propileno y etanol absoluto en
diferentes concentraciones, y continuamente se les hicieron 2 cambios de 6xido de
propileno de 20 minutos cada uno aproximadamente. Posteriormente, se les hicieron
cambios con diluciones 2:1, 1:1, 1:2 de 6xido de propileno- resina epéxica (EPON). Las
muestras se incluyeron en resina epéxica (EPON) pura en moldes de plastico a 60°C
durante 48hrs. Se hicieron cortes semifinos y ultrafinos de los bloques de las diferentes
edades en el ultramicrotomo. Los cortes semifinos fueron tenidos con azul de toluidina
y fueron observados y fotografiados en el microscopio éptico. Los cortes ultrafinos
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fueron contrastados con acetato de uranilo al 4% y citrato de plomo al 0.035%, los
cuales fueron observados y fotografiados en el Microscopio Electréonico JEOL 1010.

3.- Microscopia 6ptica

Se hizo la fijacién de los fragmentos de los testiculos en paraformaldehido al 4% en
amortiguador PBS 1X durante un dia, y posteriormente se les hicieron los lavados con
el mismo amortiguador. Se deshidrataron los fragmentos con alcoholes graduales
desde etanol al 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, etanol absoluto de 30 minutos a 1
hora en cada alcohol. Se realiz6é un aclaramiento en xilol y se incluyeron las muestras
en bloques de parafina. Los bloques de parafina fueron cortados en un micrétomo de
parafina, de los cuales se obtuvieron cortes semifinos que fueron montados en
portaobjetos con Poli-L-lisina. Los cortes fueron desparafinados e hidratados en
alcoholes graduales hasta H20 y luego fueron puestos en PBS 1X para realizarles las
inmunolocalizaciones y la técnica de TUNEL.

3.1.- Inmunolocalizaciones de las proteinas caspasa-3 activa, Lamp-1y LC3

A los portaobjetos con los cortes histologicos se les hizo una recuperacién antigénica
con buffer de citratos en horno de microondas, 3 minutos a potencia 10 y 6 minutos a
potencia 3, posteriormente se les hicieron 3 lavados de PBS de 3 minutos cada uno. Se
les hizo un bloqueo con glicina 100 mM en PBS durante una hora a temperatura
ambiente. Posteriormente se incubaron las preparaciones con disoluciones de
anticuerpo primario (1 ul en 100 ul de PBS), de los anticuerpos primarios anti-Lamp-1
(IgG) de abcam-, anti-LC3 (IgG) de abcam y anti-caspasa-3 activa (IgG) de sigma-
aldrich durante toda la noche. Se realizaron los lavados con PBS y se incubaron las
preparaciones con diluciones de anticuerpo secundario (1 pl en 200 ul de PBS), de GAR
(Goat anti-rabbit) (IgG) con FITC de Jackson para caspasa-3 activa y para Lamp-1y
GAM (Goat anti-mouse) (IgG) con FITC de Alexa para LC3 durante 2 horas en la
oscuridad. Se hicieron lavados con PBS y se les agregé DAPI (4’,6-diamidino-2-
fenilindol) durante 2 minutos. Se hicieron los lavados con PBS y se montaron con
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medio de montaje para fluorescencia Vectashield de Vector. Se observaron y
fotografiaron las preparaciones en el microscopio de epifluorescencia.

3.2.- Técnica de TUNEL (TDT-mediated dUTP-biotin Nick end-labeling)

A las preparaciones se les hizo la recuperacién antigénica con proteinasa K a una
concentracién de 20 mg/ml en PBS por 15 minutos a temperatura ambiente. Se les
hicieron 3 lavados con PBS 1y se les realiz6 la técnica de TUNEL con el kit de
deteccién de apoptosis Apoptag de Millipore. Los cortes se incubaron con el buffer de
equilibrio de 10 a 20 minutos. Posteriormente, se incubaron con la enzima TDT en
buffer de reaccion a 37 °C durante 1 hora. Se detuvo la reaccién con buffer de paro
durante 10 minutos. Posteriormente, se les hicieron los lavados con PBS y se
incubaron las preparaciones con disoluciones de anti-digoxigenina-rodamina en buffer
de bloqueo durante 45 minutos en la oscuridad. Se les hicieron los lavados con PBS y
se les agregd DAPI durante 2 minutos. Continuamente, se les hicieron los lavados con
PBS y se montaron las preparaciones con medio de montaje para fluorescencia
Vectashield de Vector. Finalmente, se observaron y fotografiaron las preparaciones en
el microscopio de epifluorescencia.

4.- Analisis de datos
4.1.- Clasificacion de las caracteristicas morfologicas e inmunohistoquimicas

De acuerdo a las caracteristicas morfolégicas y la localizaciéon celular de los
biomarcadores de autofagia y/o apoptosis, se elabor una tabla para relacionar el tipo
de muerte celular y la edad en la que se presenta.

4.2.- Cuantificacion y analisis de los biomarcadores

Se hizo un conteo del nimero de células marcadas por tibulo por el nimero total de
células por tubulo. Se contaron alrededor de 30 tubulos por marca y por edad.
Posteriormente, se realizé el calculo de un indice apoptético (Numero de células
positivas por cada 100 células) (Heninger et al., 2004). Posteriormente se les hicieron
analisis de varianza (ANOVA) para ver si existian diferencias estadisticas entre los
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tratamientos por edad, y se les hicieron pruebas de Tukey para definir las edades que
presentaban diferencias significativas.

RESULTADOS

Las observaciones morfolégicas hechas en los cortes semifinos tefiidos con azul de
toluidina nos permitieron describir las caracteristicas morfologicas de los tubulos
seminiferos y los estadios del ciclo del epitelio seminifero en las diferentes edades, y en
los cortes ultrafinos se pudieron identificar y describir los diferentes tipos celulares,
estadios del ciclo del epitelio seminifero y las células en distintas fases del proceso de
muerte celular.

En cambio las inmunolocalizaciones nos permitieron observar los diferentes patrones
de marcaje de los procesos de muerte celular tanto de apoptosis como de autofagia, y
asi poder compararlos con su descripcién morfolégica. Caspasa-3 activa y la técnica de
TUNEL para apoptosis y LC3 y Lamp-1 para autofagia respectivamente.

18 dias
Caracteristicas generales de los tubulos

A la edad de 18 dias de edad, el epitelio seminifero consiste de 2 a 3 capas celulares.
Algunos de estos tubulos mostraron una luz discreta en el centro, en la que se
mostraron prolongaciones citoplasmaticas de las células de Sertoli. Estos tubulos
presentaron espermatogonias de los dos tipos, A y B, asi como espermatocitos
primarios en los diferentes estadios de la profase meidtica (del preleptoteno al
paquiteno temprano) en menor proporciéon respecto a las espermatogonias. Algunas
espermatogonias se observaron en procesos de divisién mitdtica. Los espermatocitos
primarios mostraron signos de alteracion, unas células con un tamafo y forma
irregular, y otras células con la forma tipica de un cuerpo apoptoético, con un alto grado
de compactacién de cromatina, ubicadas preferentemente en la regiéon adluminal
(Figura 9). En las micrografias electronicas se identificaron 2 diferentes tipos de
caracteristicas morfolégicas en espermatocitos primarios: caracteristicas iniciales y
caracteristicas tardias (Figuras 10A y 10B).

Caracteristicas morfolégicas iniciales del proceso de eliminacién celular
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Las células con estas caracteristicas se presentan en la mayoria de los tibulos. Son
espermatocitos primarios grandes e irregulares en la zona adluminal que tienden a
perder sus uniones con las células contiguas y con las células de Sertoli. Estas células
pueden ser probablemente cigotenos transitando a paquiteno, identificados por un
nucleolo bien desarrollado, la presencia de un cuerpo XY, de ejes cromosdémicos, y el
inicio de la formaciéon de complejos sinaptonémicos (Figura 10C y 10D). En su
citoplasma presentan mitocondrias dilatadas con sus crestas desplazadas hacia la
periferia (Figuras 10C, 10D y 11B). No se observan alteraciones visibles en su
nucleolo, ni en su cromatina, la Unica alteracién nuclear que presenta es una
discontinuidad de la envoltura interna por segmentos (Figuras 10D, 11B, 11C y 11D).

Estas células no presentan vesiculas autofagicas en su citoplasma, solo se llegan a
observar en células de Sertoli y en la luz del tibulo (Figura 11A).

Caracteristicas morfologicas tardias del proceso de eliminacién celular

Las células con estas caracteristicas se identifican principalmente por las alteraciones
nucleares y la formaciéon de cuerpos apoptéticos. Estas células se caracterizan por la
fragmentacién y compactacién de la cromatina, y cuerpos membranosos dilatados,
incluyendo sus mitocondrias (Figuras 12 y 13). Estos espermatocitos se observan como
nucleos picnéticos en la zona adluminal del tubulo, algunas veces se llegan a encontrar
en grupos. Al pertenecer estas células a un tejido muy activo, muchas de estas células
son fagocitadas por células de Sertoli antes de terminar por completo su proceso de
muerte celular.

La mayoria de las células alteradas son espermatocitos primarios, sin embargo se
llegan a observar espermatogonias alteradas cercanas a la membrana basal. Estas
presentan retracciones celulares y cambios morfolégicos en sus fases mas tempranas, y
cariorrexis y formacién de cuerpos apoptoticos en sus fases mas tardias (Figura 14).

Inmunolocalizacion de biomarcadores de apoptosis y autofagia

En el dia 18 se encontraron espermatocitos primarios positivos a caspasa-3 activa y a
la técnica de TUNEL, pero no se observé un marcaje positivo de Lamp-1 y LC3 en los
espermatocitos primarios.

Los resultados de la identificacion de la caspasa-3 activa indican que hay una mayor
cantidad de marca positiva en los espermatocitos primarios, aunque se llega a
encontrar también en espermatogonias (Grafica 1). El1 marcaje positivo se observa en
el citoplasma de los espermatocitos que a nivel morfolégico-ultraestructural mostraban
caracteristicas iniciales del proceso de muerte (Figuras 15A y 15B). También se
observaron elementos TUNEL positivos que morfolégicamente correspondian a células
con caracteristicas tardias (Figura 15F). Los resultados indican que hay una mayor
cantidad de espermatocitos positivos a caspasa-3 que a TUNEL (Gréafica 1).
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Los resultados de la localizacién de la proteina Lamp-1 indican la presencia de esta
proteina en la zona correspondiente a las células de Sertoli, lo que se considera normal
por su alta actividad fisiolégica (Figuras 15C y 15D). Los resultados de la localizacion
de la proteina LC3 indican que hay una insignificante cantidad de espermatocitos
marcados, solo presentaron marca algunas células de Leydig fuera de los tubulos
seminiferos (Figura 15E) (Grafica 1).
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Figura 9.- Cortes semifinos transversales de tiibulos seminiferos de testiculo de rata prepuber de 18 dias
de edad. En la imagen se observan tubulos en diferentes estadios del ciclo espermatogénico. Con flechas negras se
sefialan células en procesos de eliminacién que muestran formas irregulares y pérdida de uniones celulares con las

células contiguas, y las cabezas de flecha sefialan células con una alta compactacién de la cromatina. Tincién con azul
de toluidina.
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Figura 10.- Las figuras A y B muestran fotomicrografias electrénicas panordmicas de cortes transversales ultrafinos
de dos tubulos seminiferos en diferentes estadios. Ambas imdgenes presentan células con diferentes grados de
alteracion. Con flechas negras estédn sefialadas células con alteraciones iniciales y con cabezas de flechas células con
alteraciones tardias. En las figuras C y D se observan espermatocitos primarios en cigoteno (C), los cuales presentan
una forma irregular y separacién de las células contiguas, ademds de tener mitocondrias con crestas dilatadas (flechas
punteadas) en su citoplasma y una discontinuidad de la envoltura interna del ntcleo (cabezas de flecha).
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Figura 11.- Micrografias electréonicas de células de tiibulos seminiferos de 18 dias de edad. En la figura A se
observa la presencia de vesiculas (V) alrededor de una célula de Sertoli (S). En las figuras B, C y D espermatocitos
primarios con discontinuidades en su envoltura interna (cabezas de flecha) y mitocondrias con crestas dilatadas en su
citoplasma (flechas punteadas).
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Figura 12.- Micrografias electronicas de células con alteraciones tardias de tibulos seminiferos de ratas
de 18 dias de nacidas. En la figura A se muestra un espermatocito primario en paquiteno (P) que presenta un
citoplasma alterado y un nucleo alterado con grumos de cromatina compacta. En la figura B una célula con cariorrexis
(N) y un citoplasma alterado. En la figura C una célula con sistemas membranosos dilatados (flechas negras) y
mitocondrias con crestas desplazadas hacia su periferia (flechas punteadas) en su citoplasma, siendo rodeada por una
célula de Sertoli (S). En la figura D se observan diferentes grados de alteracién de las mitocondrias (flechas punteadas).
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Figura 13.- Micrografias electronicas de restos celulares y cuerpos apoptéticos de tibulos seminiferos de
18 dias de edad. En la figura A se observan dos células con caracteristicas avanzadas de muerte celular (flechas
negras) rodeados por células de Sertoli (S). En la figura B una célula alterada (flecha negra) con la cromatina compacta
adosada a la envoltura nuclear. En la figura C una célula con caracteristicas tardias rodeada por una membrana
(flecha negra). En la figura D restos celulares (flechas negra) productos de procesos de muerte celular.
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Figura 14.- Micrografias electronicas de espermatogonias en procesos de muerte celular a 18 dias de edad.
En la figura A se observa una micrografia panordmica de un tidbulo donde se observan células alteradas (flechas
negras) en el compartimento basal. Membrana basal (flechas punteadas) células de Sertoli (S). En la figura B una
espermatogonia con cromatina fragmentada. Nicleo (N) Membrana basal (flecha punteada). En la figura C dos células
con cromatina compacta cercanas a la membrana basal (flecha punteada) rodeados por células de Sertoli (S).
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Figura 15.- Inmunolocalizaciones en cortes de tubulos seminiferos de rata de 18 dias de edad. En las
imagenes A y B inmunolocalizacién de Caspasa-3 activa, en la imagen A con sobreposicién con DAPI, y en la imagen B
con sobreposicién con contraste de fases. Se puede apreciar el marcaje positivo (flechas blancas) en el citoplasma de
espermatocitos primarios en la zona adluminal del tibulo. En la imagen C y D una inmunolocalizacién de Lamp-1, la
imagen C una sobreposicién con DAPI y la D con contraste de fases. En estas imagenes se muestra un marcaje positivo
(flechas Blancas) cerca de la membrana basal, en la zona que corresponde a las células de Sertoli, las cuales se
aprecian mejor en la imagen D. En la imagen E una inmunolocalizacién de LLC3 sobrepuesta con DAPI, en la que no se
encontr6 marcaje positivo, excepto en las células de Leydig fuera de los tibulos seminiferos (flechas blancas). En la
imagen F la técnica de TUNEL sobrepuesta con DAPI donde se aprecian células TUNEL positivas (flechas blancas) en
la zona adluminal del tubulo seminifero correspondiente a espermatocitos primarios.
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25 dias
Caracteristicas generales del tubulo

A la edad de 25 dias de edad los tibulos seminiferos estan formados de varias capas
celulares, estos tibulos muestran un aumento en el didmetro del lumen central en
comparaciéon a los de 18 dias. En esta edad se observaron a diferentes asociaciones
celulares, similares a diferentes estadios del ciclo espermatogénico del epitelio
seminifero descrito en ratas adultas. Se presentaron diferentes tipos celulares entre
los se incluyeron espermatogonias A, y espermatocitos primarios en las etapas de
cigoteno y paquiteno tardio. Esta asociacién celular es particularmente parecida al
estadio XII del ciclo del epitelio seminifero en adulto. En otros tubulos se observa
espermatogonias tipo B y espermatocitos transitando de preleptoteno a la profase
meidtica I, ademas de algunos espermatocitos en paquiteno, la cual es una asociacién
celular similar a los estadios VI-VIII del ciclo espermatogénico en ratas adultas. En
algunos de estos espermatocitos, el cuerpo XY fue encontrado cerca del nucleolo.

Caracteristicas morfologicas del proceso de eliminacion

A 25 dias se observa un claro aumento en la cantidad de espermatocitos primarios
alterados, y en la cantidad de células apoptéticas en comparacién a 18 dias (Figura
16). En las micrografias electrénicas se encuentran las mismas alteraciones tempranas
observadas en los espermatocitos primarios a los 18 dias (pérdida de forma y tamafo
celular, discontinuidad de la envoltura interna del nucleo, pérdida de las uniones
celulares y dilatacion de las cisternas mitocondriales) (Figural7). Se presentan una
abundante cantidad de células en apoptosis con caracteristicas tardias evidenciadas
por la compactacién de la cromatina y la contraccién celular (Figuras 18A, 18B y 18C).

A esta edad tampoco se observé la presencia de vesiculas autofagicas en el citoplasma
de los espermatocitos, sin embargo se encontraron algunos tibulos con algunas células
necréticas en su luz, las cuales presentaban una membrana plasmatica dafiada y una
lisis de su nucleo, citoplasma y organelos (Figura 18D).

Inmunolocalizacion de biomarcadores de apoptosis y autofagia

En esta edad se observa un aumento de espermatocitos primarios positivos a caspasa-
3 activa, a TUNEL, y a Lamp-1, y no se encontré marca positiva de LC3 (Grafica 1).

Los resultados de la identificacién de caspasa-3 activa indican que hay un aumento de
células marcadas con respecto a 18 dias, estos espermatocitos muestran una marca
citoplasmatica en células irregulares con caracteristicas iniciales de muerte celular, y
un marcaje nuclear en células en un proceso mas avanzado de muerte celular (Figura
19A) (Grafica 1). También se muestra un aumento de células TUNEL positivas, las
marcas corresponden principalmente a células apoptéticas (Figura 19D) (Grafica 1).
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Se identificaron espermatocitos con la marca de Lamp-1, sin embargo no se considera
que puedan estar asociados con una ruta de muerte celular (Figura 19B). A esta edad
tampoco se encontré marca positiva de LC3 dentro del tabulo (Figura 19C).

Figura 16.- Cortes semifinos transversales de tabulos seminiferos de ratas de 25 dias de edad. En esta

imagen se observan tubulos seminiferos con una gran cantidad de células alteradas senialadas con flechas negras,
células apoptéticas avanzadas sefialadas con cabezas de flecha hacia el centro del tdbulo y cuerpos apoptéticos
senalados con flechas punteadas. Tincién con azul de toluidina.
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Figura 17.- Micrografias electronicas de células alteradas de tabulos seminiferos de ratas de 25 dias de
edad. En la figura A y B se observan espermatocitos primarios cuyo nucleo (N) se observa aparentemente sano, pero
presentan una discontinuidad de la envoltura interna del nicleo (cabezas de flecha). En la figura C y D se aprecian
espermatocitos primarios con nucleos (N) aparentemente sanos, y mitocondrias con crestas dilatadas (flechas
punteadas).
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Figura 18.- Micrografias electronicas de cuerpos residuales de tibulos seminiferos de ratas de 25 dias de
edad. En las figuras A, B y C se encuentran células apoptdticas (flechas negras). En estas imagenes se observan
células con retraccién celular y compactacién de cromatina, que estan acompanadas de células alteradas como en la
figura A donde se muestra una célula con una discontinuidad de su envoltura interna nuclear, o como en la figura C
acompanada de otras células apoptéticas con cromatina compacta . En la figura D se aprecian células con apariencia
necrética (flechas punteadas) las cuales perdieron la integridad de su membrana plasmaética y presentan un proceso de
cariolisis.
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Figura 19.- Inmunolocalizaciones en cortes de tibulos seminiferos de rata de 25 dias de edad. Todas las
imagenes con sobreposicion de DAPI. Figura A inmunolocalizaciéon de caspasa-3 activa. Se puede observar un aumento
en la cantidad de espermatocitos primarios marcados con respecto a 18 dias. Sin embargo, algunos espermatocitos no

solamente estdn marcados en el citoplasma, sino también en el nicleo (flecha blanca). Figura B espermatocitos con
marca positiva a Lamp-1 (flecha blanca). Figura C inmunolocalizacién de LC3. Se aprecian células marcadas dentro
del tdbulo seminifero. Figura D células TUNEL positivas (flechas blancas) dentro del tdbulo seminifero
correspondientes a espermatocitos primarios.
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27 dias
Caracteristicas generales del tabulo

A la edad de 27 dias, los tubulos seminiferos presentaron asociaciones similares al
epitelio seminifero observado en la edad de 25 dias, aunque a diferencia de 25 dias se
observo un aumento en el tamafio del tibulo seminifero, en el diAmetro de la luz del
tibulo seminifero.

Caracteristicas morfolégicas del proceso de eliminacién

En las micrografias electrénicas tubulos seminiferos se encontraron un gran nimero
de células germinales en proceso de muerte celular (Figuras 20 y 21). Se observa un
gran numero de espermatocitos primarios con caracteristicas iniciales de muerte
celular, y también un aumento en la presencia de células apoptéticas en la zona basal
y en la adluminal del tdbulo en comparacion a la edad de 25 dias (Figura 22).

A esta edad también se llegaron a observar esporadicamente células de apariencia
necrética en la luz de los tubulos. Y tampoco se identificaron vesiculas autofagicas en
los espermatocitos primarios.

Inmunolocalizacion de biomarcadores de apoptosis y autofagia

A esta edad se observa una disminucién en el nimero de células con marcaje positivo a
caspasa-3 activa y un aumento de células marcadas con la técnica de TUNEL. Se
identificaron espermatocitos primarios con marcaje positivo a las proteinas LC3 y
Lamp-1 (Grafica 1).

Los resultados de la inmunolocalizacién de caspasa-3 activa indican que hay una
disminucién de células marcadas a esta proteasa (Grafica 1). En los espermatocitos
primarios se sigue observando los dos tipos de marca tanto en citoplasma, como en el
nucleo. El marcaje nuclear se observa sobre todo en células con procesos avanzados de
muerte celular (Figuras 23A y 23B). Se muestra también un aumento en células
TUNEL positivas dentro del tdbulo. Estas se correlacionan directamente con la
cantidad de células apoptéticas (Figura 23D) (Grafica 1).

A esta edad no se encontraron espermatocitos primarios con marca clara para Lamp-1
(Figura 23C). Se identificaron espermatocitos primarios positivos a la proteina LC3.
(Figuras 23E y 23F).
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Figura 20.- Cortes semifinos de tabulos seminiferos de ratas de 27 dias de edad. En la figura A se observan
una gran cantidad de células apoptéticas marcados con cabezas de flecha en la zona adluminal correspondiente a los
espermatocitos primarios, y en la figura B células apoptéticas (cabezas de flecha) en la zona basal correspondiente a las
espermatogonias. Tincién con azul de toluidina.
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Figura 21.- Micrografias electrénicas panoramicas de tiibulos seminiferos de ratas de 27 dias de edad. En
estas figuras se aprecia la estructura del epitelio, en donde se observan espermatogonias A (A), células de Sertoli (S), y
espermatocitos primarios en sus diferentes fases de la profase meiética. La mayoria de los espermatocitos primarios
estan alterados casi en su totalidad (flechas negras).
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Figura 22.- Micrografias electronicas de cuerpos apoptéticos de tubulos de ratas de 27 dias de edad. En
todas las figuras se observan células apoptéticas (flechas negras) caracterizadas por la contraccién celular y la
presencia de cromatina compacta en el ntcleo (N). En las figuras C y D se aprecian cuerpos membranosos dilatados
(flechas punteadas).
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Figura 23.- Inmunolocalizaciones en cortes de tibulos seminiferos de rata de 27 dias de edad. Figuras Ay B
inmunolocalizacién de caspasa-3 activa, en la imagen A una sobreposicién con DAPI y en la imagen B una
sobreposicién con contraste de fases. Se observa el marcaje positivo en espermatocitos primarios, ademés de observarse
marca citopldsmica, se observa marca nuclear en células apoptdticas (flechas blancas). En la imagen C se aprecian
algunos espermatocitos con marca positiva a Lamp-1 en el centro del tubulo (flechas blancas). En la imagen D células
TUNEL positivas (flechas blancas) en abundancia. Estas células marcadas corresponden morfolégicamente a células
con caracteristicas apoptéticas avanzadas. Figuras E y F inmunolocalizacién de LC3. En la imagen E se observa una
sobreposicién con DAPI y en la imagen F una sobreposicién con contraste de fases. En estas imédgenes se observa marca
positiva a LLC3 en citoplasma en espermatocitos con caracteristicas iniciales de muerte, y marca positiva en ntcleo en
espermatocitos con un proceso de muerte celular mas avanzado (flechas blancas).
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32 dias
Caracteristicas generales del tubulo

El epitelio de los tubulos seminiferos a la edad de 32 dias, es altamente heterogéneo. A
esta edad se encuentran diferentes asociaciones celulares y un aumento en el diametro
de la luz del tubulo seminifero con respecto a 27 dias. Algunos de los tubulos
seminiferos presentaron espermatogonias tipo A, espermatocitos primarios en
paquiteno temprano y espermatidas redondeadas que corresponde a los estadios I-II1
del ciclo espermatogénico en la rata adulta. Se observaron en otros tibulos seminiferos
asociaciones celulares como preleptotenos y espermatocitos primarios en paquiteno y
espermatidas correspondientes a los estadios VI-VIII, y espermatogonias A,
espermatocitos primarios en cigoteno y paquitenos tardios que corresponden a los
estadios XI y XII del ciclo espermatogénico en la rata adulta. En esta etapa se
encuentra establecida completamente la barrera hematotesticular (Figuras 24A, 24B y
25A).

A mayores aumentos en las micrografias electrénicas se observaron procesos de
division celular en el centro del tubulo y espermatidas en desarrollo (Figuras 25B y
25C). A esta edad ya se aprecian espermatocitos primarios sanos.

Caracteristicas morfologicas del proceso de eliminacién

A esta edad se siguieron encontrando células que presentaban caracteristicas iniciales
y tardias de muerte celular en los tibulos aunque hubo una disminucién en la
cantidad de células encontradas con respecto a las edades anteriores (Figuras 25D y
26). Se siguieron encontrando células necrdticas y pocas vesiculas en los
espermatocitos. Las células que siguieron sufriendo procesos de muerte celular fueron
los espermatocitos primarios.

Inmunolocalizacion de biomarcadores de apoptosis y autofagia

A esta edad se observé una disminucién en el nimero de células con marcaje positivo
caspasa-3 activa y a TUNEL (Grafica 1). Se encontraron células con marca positiva a
Lamp-1, pero no se encontraron células marcadas positivamente a L.C3.

Los resultados de la identificacién de caspasa-3 activa indican que hay una
disminucién considerable de espermatocitos primarios marcados con esta proteina.
Entre los espermatocitos primarios marcados se siguidé observando marca tanto en
citoplasma, como en ntucleo (Figura 27A) (Grafica 1). Se muestra también una
disminucién considerable de células TUNEL positivas dentro del tabulo (Figura 27D)
(Grafica 1).
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Se encontraron células marcadas a Lamp-1 en la zona de desarrollo de las
espermatidas, la cual esta vinculada con su propia actividad fisiologica (Figura 27B).
En cuanto a la LC3 no se identificaron células marcadas a esta edad (Figura 27C).

Figura 24.- Cortes de tubulos seminiferos de ratas de 32 dias de nacidas. En la figura A se muestran cortes
semifinos transversales de tibulos seminiferos de ratas de 32 dias de edad tefiidos con azul de toluidina. Se observan
tibulos con pocas células en proceso de muerte celular (cabezas de flecha). En la figura B se aprecia una micrografia
electrénica panoramica de cortes ultrafinos de tdbulos seminiferos de ratas de 32 dias de edad donde se observan capas
definidas del epitelio seminifero, y células en proceso de muerte celular hacia la luz del tabulo (cabezas de flecha).
Espermatogonias (flechas vacias), espermatocitos primarios (flechas negras), espermatidas (flechas punteadas).
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Figura 25.- Micrografias electronicas de células de tiibulos seminiferos de ratas de 32 dias de edad. En la
figura A se muestra una micrografia panoramica en la que se observa la estructuracién del epitelio seminifero a esta
edad y los tipos celulares que lo conforman. Espermatogonias A (flechas vacias), espermatocitos primarios (flechas
negras), espermatidas (flechas punteadas), también se distinguen algunos cuerpos apoptdticos (cabezas de flecha). En
la figura B se aprecia una espermétida en desarrollo con un ntcleo (N) sano. En la figura C una célula en divisién
celular en metafase. En la figura D se observa un espermatocito primario con un nudcleo (N) con cromatina sin
alteraciones aparentes y una discontinuidad de la envoltura interna (cabeza de flecha).
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Figura 26.- Micrografias electronicas de cuerpos residuales de tibulos seminiferos de ratas de 32 dias de
edad. En las figura A, B, C y D se muestran células apoptdticas con caracteristicas tardias (flechas negras). En la
figura A se observa una célula apoptética rodeada de espermatocitos primarios en fase de cigoteno (C) a mayor
aumento se aprecia en la figura C la célula con cromatina compacta y encogimiento celular. En la figura B se aprecia
una célula apoptética a lado de una célula de Sertoli. En la figura D se muestra una célula apoptética con cromatina
compacta y discontinuidad de la envoltura interna del ntcleo (cabezas de flecha) que se encuentra en la fase de
paquiteno por la presencia del complejo sinaptonémico (flecha punteada). En las figuras E y F se observan cuerpos
apoptéticos.
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Figura 27.- Inmunolocalizaciones en cortes de tibulos seminiferos de rata de 32 dias de edad. Todas las
imégenes con sobreposicién de DAPI. Figura A inmunolocalizacién de caspasa-3 activa. Se observa una disminucién en
la marca con respecto a las edades anteriores. Se sigue viendo marca citopldsmica y nuclear en los espermatocitos
primarios (flechas blancas). Figura B. Se observa marca positiva (flecha blanca) a Lamp-1 en espermatocitos primarios
hacia la luz del tubulo. Figura C. No se encontré marca positiva en la inmunolocalizacién de LC3. En la imagen D se
observan pocas células positivas a TUNEL (flechas blancas) en comparacién de las demés edades.
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Analisis de resultados
Clasificacion de las caracteristicas morfologicas e inmunohistoquimicas

En la tabla 1 se muestran las diferentes caracteristicas morfolégicas e
inmunohistoquimicas encontradas espermatocitos de 18 a 32 dias de edad, las cuales
fueron clasificadas dependiendo del tipo de muerte celular al que correspondian. En la
tabla se muestran las caracteristicas apoptéticas mostradas en las edades
muestreadas. La mayoria de las alteraciones morfolégicas iniciales y tardias
encontradas en los espermatocitos son las mismas en las 4 edades y pertenecen a
caracteristicas apoptoéticas. La marca de caspasa-3 activa esta relacionada con las
células con caracteristicas iniciales, y la marca de TUNEL con los estadios tardios del
proceso y con los cuerpos apoptoticos.

La autofagia morfolégicamente no se presenta en ninguna de las edades, ya que
Unicamente se encontraron vesiculas autofagicas en células de Sertoli, de Leydig y en
la luz del tdbulo. Inmunohistoquimicamente, se encontré marca de LC3 a 27 dias de
edad, probablemente debido a la actividad fagocitica dentro del tdbulo. También se
encontré marca de Lamp-1 a 32 dias de edad, la cual esta vinculada al desarrollo de
las espermatidas.

Las células con caracteristicas necroéticas se presentan desde los 25 dias hasta los 32
dias de edad.

Tabla 1.- Caracteristicas de muerte celular en tibulos seminiferos de 18 a 32 dias de edad
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Cuantificaciéon de las marcas inmunohistoquimicas

Las diferentes células positivas para Caspasa-3, Lamp-1, LC3 y a la técnica de
TUNEL se encuentran en diferentes cantidades de 18 a 32 dias de edad. En la grafica
1 se observa que la mayor cantidad de células marcadas corresponden a caspasa-3
activa, teniendo su valor mas elevado a los 25 dias de edad, donde se encontraron
alrededor de 350 células marcadas en total de los 30 tibulos muestreados de las 6
ratas por edad. La mayor cantidad de células TUNEL positivas se encontr6 a 27 dias
de edad, sin embargo se encuentra bien representada en todas las edades.
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Grafica 1.- Cantidad de células marcadas por edad (n= 30 tibulos por edad).

De los biomarcadores de autofagia, se encontraron menos de 30 células positivas para
LC3 por edad, viéndose la menor cantidad de células marcadas a los 18 dias donde se
encontraron menos de 5 células marcadas. En cuanto a Lamp-1, se aprecian menos de
20 células marcadas por edad, excepto a 32 dias donde se observaron alrededor de 60
células marcadas.

En la grafica 2 se representa el indice aplicado a los distintos marcadores, los cuales se
distribuyen en valores diferentes a los de la grafica anterior. La incidencia de la marca
en los tubulos seminiferos de los diferentes biomarcadores es menor del 35%.
Encontramos que el mayor porcentaje de células marcadas por tuibulo es para caspasa-
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3 activa, alcanzando el valor mas alto del 33% a 25 dias de edad. Y la menor incidencia
es de LC3, la cual es menor del 3% en todas las edades.

Los analisis de los biomarcadores arrojaron que hay diferencias significativas (p <
0.05) en el numero de células con sefial positiva para caspasa-3, Lamp-1, LC3 y
TUNEL a las diferentes edades muestreadas. Y con las pruebas de Tukey se
distinguieron las edades que presentaron diferencias significativas para cada sefal.
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Grafica 2.- Indices de muerte celular por edad para los diferentes marcadores inmunohistoquimicos (n=
30 tubulos por edad).

Las pruebas de ANOVA arrojaron que hay diferencias significativas en el nimero de
células positivas para Caspasa 3 a los 18 y 25 dias, lo cual indica que en estas etapas,
se observa un aumento en la muerte celular por apoptosis.

En los indices de TUNEL a 32 dias de edad se muestran diferencias significativas con
respecto a las demdas edades. Se observa que aunque hay diferencias en las cantidades
de células marcadas, al hacer los analisis de incidencia, las proporciones son similares
en todas las edades, con valores promedio alrededor del 3.5%, excepto a 32 dias de
edad donde se encontré una disminucién en la marca estadisticamente diferente.

En cuanto a LC3 solo se encuentran diferencias en los indices porcentuales a 18 dias
con respecto a las demas edades, ya que en esta edad se presenta un porcentaje menor
al 0.2%.
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Los indices de Lamp-1 a 32 dias muestran diferencias significativas con respecto a las
demas edades, ya que su porcentaje promedio es de 3.17%, 5 veces mayor que los
porcentajes promedio de las edades anteriores.

Al agrupar los marcadores por tipo de marca, observamos en la grafica 3 que las
marcas apoptoiticas estan mejor representadas que los marcadores autofagicos durante
estas etapas. También se muestra que hay pocas relaciones porcentuales en los
comportamientos de los marcadores en ambos procesos. Por lo que se puede decir que
son procesos independientes.
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Grafica 3.- Grafica de comportamiento delos marcadores apoptdticos y autofagicos (n= 30
tabulos por edad).
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DISCUSION

Los cortes semifinos teniidos con azul de toluidina, muestran tibulos seminiferos con
espermatocitos en desarrollo desde los 18 dias de edad. Sin embargo a esta edad, las
células ya presentan signos de un proceso de muerte celular. Al respecto existen
evidencias de que hay espermatocitos alterados en proceso de apoptosis y meiosis
desde los 16 dias de edad en rata. Estos espermatocitos primarios han sido
caracterizados en su mayoria como paquitenos medios, principalmente identificados
por el estadio del ciclo del epitelio seminifero en el que se encontraron cuerpos
apoptoéticos (Jahnukainen et al., 2004). Sin embargo, en nuestro trabajo encontramos
que los espermatocitos primarios presentan alteraciones desde la etapa de cigoteno
hasta la etapa de paquiteno. Los espermatocitos primarios en cigoteno se identificaron
por un nucleolo bien desarrollado, la presencia del cuerpo XY y de ejes cromosémicos; y
en paquiteno por la formacion de complejos sinaptonémicos, todo a nivel
ultraestructural.

Los espermatocitos primarios mostraron dos tipos de caracteristicas de procesos de
apoptosis: caracteristicas iniciales y tardias. Las caracteristicas iniciales que
presentaron fueron: un tamafio y forma irregular, retraccién celular, separacién de
células adyacentes, mitocondrias con crestas dilatadas. Estas caracteristicas del
proceso de apoptosis que no se habian descrito para estos tipos celulares durante estas
etapas. Otra caracteristica importante que presenta, es la discontinuidad en algunas
células de la parte interna de la envoltura nuclear, lo cual no se habia reportado como
una caracteristica de muerte celular en espermatocitos y es un dato para analizar y
buscar sus causas en trabajos posteriores. Estas células en etapas tempranas no
presentaron alteraciones morfolégicas visibles en el nucleolo, ni en la cromatina. Estas
Inaparentes alteraciones durante las etapas tempranas del proceso pueden ser debidas
a la alta actividad de proteinas reparadoras de ADN dentro del ntcleo, o a que el
nucleo es un blanco tardio en la ruta de activacion de la apoptosis, lo que
corresponderia a la via extrinseca de la apoptosis. Sin embargo es dificil de concluirlo
con los conocimientos actuales (Morales et al., 2006). Estas caracteristicas celulares se
presentaron en las cuatro edades muestreadas desde 18 hasta los 32 dias de edad.

Los espermatocitos que morfolégicamente tenian caracteristicas apoptoticas iniciales
presentaron marca positiva a caspasa-3 activa de dos tipos. Una marca homogénea en
el citoplasma que se mostr6 en todas las edades, y una marca punteada en el ntucleo
que se mostr6 desde los 25 hasta los 32 dias de edad. Al hacer el analisis de los datos,
se vio un aumento en la proporcion de células por tibulo a la edad de 25 dias de edad,
alcanzando un 33.3% de incidencia, y posteriormente un declive hasta el 7y 6% a los
27 y 32 dias de edad. Estos datos coinciden con trabajos anteriores donde reportan un
pico en la activacion de caspasas efectoras a estas edades (Morales et al. 2006; Russel
et al. 2002). A este respecto la caspasa-3 es uno de los ejecutores principales de la
muerte celular por apoptosis, por lo que hay una relacién directa entre la expresion de
caspasa-3 activa y la cantidad de espermatocitos que mueren por apoptosis (Morales et
al., 2006). La presencia de la caspasa-3 activa en el ntcleo se ha reportado que se debe
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a la translocacion de la caspasa-3 desde el citoplasma para la activacion de
endonucleasas necesarias para llevar a cabo la fragmentacion de la cromatina
(Kamada et al., 2005; Kim et al., 2001).

Las células con caracteristicas avanzadas de muerte celular se encontraron desde los
18 hasta los 32 dias de edad. Estas células en las tGltimas etapas del proceso apoptdtico
se presentaron abundantemente en la zona adluminal del tibulo, aunque también se
llegaron a encontrar cerca de la membrana basal. Las caracteristicas morfoldgicas
apoptoéticas tardias se identificaron principalmente por alteraciones nucleares como la
fragmentacién y compactacion de la cromatina, ademas de otras alteraciones como la
fragmentacién del citoplasma, la dilataciéon de cuerpos membranosos y la retraccién
celular, las cuales coinciden con la descripcién de células apoptéticas en trabajos
anteriores (Russel et al., 2002). Algunos de estas células se encontraron en grupos,
probablemente debido a los puentes citoplasmicos que existen entre ellos. Estas
células y los cuerpos apoptéticos eran fagocitados por las células de Sertoli antes de
terminar su proceso de degeneracion.

Las células apoptéticas avanzadas se encontraron en todas las edades muestreadas.
Estas células presentaron marca de TUNEL, una técnica que marca rompimientos de
doble cadena de ADN en un proceso apoptdtico avanzado. Las células marcadas con
esta técnica fueron mas abundantes a los 27 dias de edad, sin embargo las
proporciones por tubulo fueron muy parecidas en todas las edades. Esta marca se
encontré con una incidencia en los tibulo seminiferos alrededor del 3.5% encontrando
diferencias estadisticas tUnicamente a los 32 dias de edad, donde ya hay una
disminucién en el nimero y proporcién de células con respecto a las edades anteriores.
El aumento en la abundancia de células con rompimiento de ADN a la edad de 27 dias
coincide con trabajos anteriores (Morales et al., 2006; Russel et al., 2002). Aunque es
una marca apoptdtica, se muestra en diferentes proporciones a la marca de caspasa-3
activa en todas las edades, probablemente debido a la alta actividad de las células de
Sertoli, las cuales fagocitan células apoptoéticas antes de terminar por completo su
proceso de compactacién, sin embargo habria que hacer otros experimentos para
corroborar estas hipétesis.

En este estudio también se identificaron espermatogonias en procesos apoptéticos
teniendo caracteristicas parecidas a las de los espermatocitos primarios. Sin embargo
los procesos de muerte celular en las espermatogonias estan relacionados con las tasas
de divisiéon mitética y la densidad celular (Clermont, 1962, De Rooji &lok 1987,
Huckins & Oakberg, 1978).

En este estudio también se busco la presencia de vesiculas autofagicas como signo de
muerte celular por autofagia. Sin embargo, las células germinales no presentaron
vesiculas autofagicas en su citoplasma, solo se llegaron a observar en células de Sertoli
y en la luz del tabulo, y fuera del tabulo en células de Leydig. Las vesiculas dentro del
tubulo tenian diferentes tipos de contenido, en su mayoria tenian contenido lipidico
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derivado de una alta actividad hormonal (Baccetti et al., 1998). Las vesiculas que
tenian contenido autofagico se apreciaban en el citoplasma de células de Sertoli,
siendo un proceso fisiolégico normal, ya que estas células llevan a cabo la degradacién
celular y reciclamiento celular dentro del tibulo (Ulvik &Dahl, 1981). Y las vesiculas
libres en estas etapas estan relacionadas en la formacion del lumen del tibulo (Van
Haaster et al., 1993).

Las marcas inmunohistoquimicas proautofagicas se observaron en niveles basales en
todas edades muestreadas. En el caso de la Lamp-1, la cual es una glucoproteina de
membrana de lisosomas, fue localizada en la luz y en la zona correspondiente a las
células de Sertoli en la mayoria de los tubulos seminiferos. En casi todas las edades se
presenta una marca basal correspondiente a una actividad autofagica fisiolégica
normal, comparada con la actividad en adulto y en células en cultivo celular (Zhang et
al., 2012). La incidencia de esta marca dentro de los tibulos se encuentra alrededor del
0.6% desde los 18 hasta los 27 dias de edad en las células de la linea germinal, y a 32
dias se presentan diferencias estadisticas con respecto a las edades anteriores ya que
aumentd 5 veces su proporcion alcanzando un 3.17% de incidencia. Este incremento
puede ser debido a la actividad de las espermatidas en desarrollo, las cuales ya se
aprecian a esta edad (Moreno, 2003). A estas edades no se encontraron espermatocitos
primarios con una marca exacerbada para considerarlos en un proceso de muerte
celular.

Se muestra muy poca cantidad de células marcadas positivamente para LC3 dentro de
los tabulos seminiferos durante la mayoria de las edades, excepto a 27 dias donde se
observan algunas espermatocitos primarios marcadas en el citoplasma y en el nucleo.
La proteina LC3 es una proteina asociada a microtibulos que se encuentra
incorporada en la membrana de los autofagosomas, lo cual indica que su marcaje es
directamente proporcional a las células con autofagia (Tanida et al., 2008). La
incidencia de LC3 dentro de los tubulos seminiferos es alrededor del 1.8% de 25 a 32
dias de edad, encontrandose diferencias significativas a 18 dias de edad donde solo
encontrdé una incidencia del 0.13%. La marca de LC3 en nucleo es resultado de la
translocacion de la proteina desde el citoplasma para ser desacetilada y poder unirse a
la fosfatidiletanolamida en el citoplasma. El proceso de translocacién LC3 al nucleo es
un proceso independiente de los procesos de autofagia en la célula, por lo que no se
puede tomar como un indicador de muerte celular (Drake et al., 2010). Sin embargo, su
marcaje puede estar relacionado con la formacién de los cuerpos apoptéticos pero no se
puede definir su participacién con los conocimientos actuales. Los resultados de las
marcas basales de las proteinas LC3 y Lamp-1 en esta etapa, aunado a la baja
cantidad de vesiculas autofdgicas indican que no hay procesos de muerte celular por
autofagia durante los primeros ciclos espermatogénicos, y que la actividad autofagica
en esta etapa en las células germinales es independiente del proceso de muerte
celular.

67



Se encontraron células que presentaban necrosis celular siendo ultraestructuralmente
identificadas por la lisis de su nucleo y citoplasma, ademas de la perdida de
integridad de su membrana plasmatica. Dentro de los tdbulos se apreciaron como
células libres y claras hacia la luz del tabulo. Estas células se llegan a observar desde
los 25 hasta los 32 dias de edad. La presencia de células necrdticas ha sido observada
en testiculos de organismos adultos, la causa principal de este proceso es la cantidad y
fuente de energia disponible, ya que dependiendo del sustrato y cantidad de ATP, las
células pueden cambiar de ruta muerte celular, de apoptosis a necrosis y viceversa
(Bustamante-Marin et al., 2012).

Los resultados indican que el proceso que se lleva a cabo para la eliminacién de las
células durante los primeros ciclos espermatogénicos es la apoptosis. En el presente
estudio se pudieron observar espermatocitos primarios desde las etapas de cigoteno a
paquiteno con caracteristicas morfolégicas e inmunocitoquimicas iniciales y tardias del
proceso apoptotico, evidenciando que no hay una participaciéon de procesos autofagicos
en la eliminacién celular en las primeras ondas espermatogénicas en los cordones
seminiferos en condiciones fisiolégicas in situ. Consideramos que aunque es solo un
proceso de eliminacién, es un proceso muy eficiente que mantiene la homeostasis
celular durante esta etapa del desarrollo del testiculo. Sin embargo, son necesarios
otros estudios donde se analicen otros tipos de marcadores donde se corroboren los
tipos de muerte celular y los estadios de las células de la linea germinal, ademas de
analizar e integrar los diferentes factores que interactian para tener como resultado
estos procesos celulares.
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Conclusiones

. Los espermatocitos primarios en etapas de cigoteno-paquiteno son los
principales tipos celulares que se encuentran en procesos de muerte en esta etapa, sin
embargo se llegan a observar también espermatogonias.

. Las caracteristicas ultraestructurales apoptoéticas iniciales en espermatocitos
primarios son la discontinuidad de la envoltura interna del nicleo, mitocondrias con
crestas dilatadas y desplazadas hacia su periferia, cambio en la forma y tamafo
celular, la separacion de las células adyacentes; y las caracteristicas tardias son la
fragmentaciéon del nucleo, la compactacién de la cromatina y formacién de cuerpos
apoptoéticos.

. Hay poca cantidad de vesiculas autofagicas, lo que indica que los niveles de
autofagia son fisiologicamente normales y no estan vinculados con algin tipo de
muerte celular.

. En todas las edades muestreadas de la primer onda espermatogénica en rata
(18, 25, 27 y 32 dias de edad) se observa senial positiva de caspasa-3 en espermatocitos
con caracteristicas iniciales de muerte celular y la marca de TUNEL en células
apoptéticas con caracteristicas avanzadas; la proteina LC3 y Lamp-1 se observan en
niveles basales de actividad autofagica en todas las edades.

. Durante las edades estudiadas el tipo principal de muerte celular en
espermatocitos es la apoptosis. Sin embargo, se considera que se deben hacer otros
experimentos para corroborar dichos resultados.
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