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Abreviaturas

CPN-SYCP3 Cldmulos perinucleares de SYCP3

CS Complejo sinaptonémico

DAPI 4" 6-diamino-2-fenilindol

DNA Acido desoxirribonucleico

DTT Ditiotreitol

EA Elemento axial

EC Elemento central

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EL Elemento lateral

FITC Isotiacianato de fluoresceina

FT Filamento transversos

GnRH Hormona liberadora de gonadotropina
KO Knock out

PC Policomplejos

PMI Profase meiotica |

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
RC Region central

RT Rojo Texas

SYCP1 Synaptonemal Complex Protein 1
SYCP2 Synaptonemal Complex Protein 2
SYCP3 Synaptonemal Complex Protein 3



Resumen

Los espermatocitos primarios, células en proceso meidtico, presentan una estructura
exclusiva denominada complejo sinaptonémico (CS) la cual es esencial para la sinapsis y
recombinacion de los cromosomas homdlogos. La SYCP3 y SYCP1 participan en el
ensamblado del CS y son los marcadores clasicos para demostrarlo. Estudios previos de
nuestro grupo de trabajo han descrito la presencia de cimulos de SYCP3 hacia la envoltura
nuclear en espermatocitos de ratas prepuberes, lo que es inusual en los espermatocitos de
ratas adultas.

En este trabajo se presenta la relaciéon de los cimulos perinucleares de SYCP3 con
las etapas de la PMI durante la primera onda espermatogénica, describiendo sus
caracteristicas morfoldgicas, porcentajes y la etapa de la PMI en que se observan. Se
utilizaron testiculos de ratas Wistar prepuberes de 13, 16, 20, 27 dias de edad y de ratas
adultos como controles. Se realizaron dispersiones de las células en espermatogeénesis y se
les realizdé inmunofluorescencia simultanea de SYCP3 y SYCPL. En el material dispersado
se cuantificaron los espermatocitos y se calcularon los porcentajes de presencia de los
cUmulos de SYCP3 en las células en la PMI.

En el analisis de las inmunolocalizaciones fluorescentes se observo que los ELs y el
CS presentan las caracteristicas morfologicas tipicas para cada una de las etapas de la PMI
tanto en los organismos prepuberes como en los adultos. Sin embargo, también fue evidente
la presencia de acumulaciones de la proteina SYCP3 no incorporada a los ELs en las ratas
prepuberes, siendo las células en estadio de paquiteno las que tienen la mayor frecuencia de
acumulaciones. Asimismo, se observo que a los 20 dias de edad se presenta el mayor nimero
de células con acumulaciones de SYCP3 con respecto a las otras edades estudiadas. Estos
resultados demuestran que los paquitenos de la primera onda espermatogénica son la
poblacion de espermatocitos primarios que cuenta con mas acumulaciones de SYCP3.



Relacion de los camulos perinucleares de SYCP3 con las etapas de la profase meidtica

I durante la primera onda espermatogénica

Introduccion

En la mayoria de los mamiferos, la maduracion sexual se lleva a cabo después del inicio de
la pubertad, durante esta etapa ocurren una serie de cambios en el individuo en distintos
niveles, En la pubertad, el eje reproductivo de los mamiferos se activa por eventos
neuroendocrinos dentro del hipotalamo, por lo tanto, la pubertad es criticamente dependiente
de la integridad de la actividad neuronal (College et al., 2010). La liberacion de hormonas en
altas frecuencias da inicio a la pubertad, lo que lleva finalmente a la formacion de gametos
(Sisk y Foster, 2004).

Una forma de estudiar los eventos que ocurren en la pubertad es analizando los
cambios que se dan en las génadas. Para el caso de los machos la evaluacion morfoldgica de
los testiculos brinda informacion tisular y celular de la gametogénesis, entre otros procesos.
En la mayoria de los mamiferos, los testiculos son 6rganos pares que se encuentran en el saco
escrotal, se interconectan por medio de un sistema de conductos y glandulas. Los testiculos
se dividen en l6bulos testiculares, dentro de los cuales se hayan los cordones seminiferos
para el caso de los prepuberes o los tubulos seminiferos en el caso de los adultos y se
componen de un epitelio que alberga células de sertoli, espermatogonias y otros tipos

celulares derivados de la espermatogénesis (Ross et al, 2003; Young et al, 2013).

Espermatogénesis
La espermatogénesis es la secuencia de eventos que se llevan a cabo en los tubulos
seminiferos y que consiste en la multiplicacién y diferenciacion de las espermatogonias para

formar los espermatozoides (Ross, 2003; Jungueira, 2005). La espermatogénesis se divide en
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tres fases; la fase de proliferacion mediante la cual las espermatogonias diploides de tipo A
se dividen por mitosis de manera repetida y como resultado se forman las espermatogonias
tipo B. La segunda fase es la meiosis que se presenta en los espermatocitos primarios, en este
tipo celular se inicia la division reduccional o meiosis | y al concluir la primera division
reduccional, se forman los espermatocitos secundarios. Estas células contienen un nimero
haploide de cromosomas, pero en juegos duplicados y en ellas se inicia la segunda division
meiotica ecuacional o meiosis I1, al finalizar esta etapa se forman las espermatidas haploides
redondas. En este tipo celular se inicia la fase de diferenciacién o espermiogénesis, que
conforma la tercera fase dentro de la espermatogénesis, las espermatidas redondas
experimentan una transformacion transitando hacia las espermatidas alargadas que
finalmente daran origen a los espermatozoides, los que son liberados al lumen del tabulo

seminifero (Figura 1.1) (Kerr, 2006; Sofikitis et al., 2008)
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Espermatocito primario
(DNA diploide 4n)

Meiosis I 4 . .
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Figura 1.1 Diagrama de las fases de la espermiogenesis (Tomado y modificado de Boron'y
Boulpape, 2012).

Ciclo espermatico y onda espermatogénica

Cuando se analizan una preparacion histolégica de tubulos seminiferos con un microscopio
Optico pueden observarse asociaciones de células en ciertas etapas de la espermatogénesis de
manera muy constante y precisa lo largo de los tabulos seminiferos. Por lo tanto, la

combinacion de las células que coinciden en un corte transversal de un tubulo seminifero, es
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una etapa de un ciclo. Dicho ciclo se conoce como el ciclo del epitelio seminifero y esta
conformado por 14 etapas en el epitelio de los tubulos seminiferos de testiculo de rata (Figura
1.2). Estas asociaciones celulares designadas con numeros romanos se suceden y esta
secuencia se repite de forma regular en el tubulo seminifero, de manera de manera que la
altima de las etapas es sucedida por la primera, formando un ciclo. Cada asociacion o
combinacion celular definida representa un estadio del proceso secuencial de las células
germinales dentro del proceso espermatogénico. El ciclo espermatico por lo tanto se define
como el tiempo necesario que le toma a una secuencia de asociaciones celulares o estadios
del ciclo para cambiar en un punto determinado del tabulo seminifero, por lo que implica
cambios en las asociaciones celulares a lo largo del tiempo (Russell et al., 2002). Catorce
etapas han sido descritas para la rata, mientras que en ratones, cobayos y monos se han
identificado doce (Kerr, 2006). Para el caso de la rata cada ciclo tiene una duracién de 12.8
dias (Hilscher et al. 1969).

Cuando se habla de la onda espermatogeénica se refiere a los cambios que se dan a lo
largo del tibulo seminifero esto es, el tipo de asociacion que se presenta en la distancia, por
lo que se podria decir que es como una onda que viaja siguiendo la longitud del tubulo
seminifero (Figura 1.3). La onda es posible visualizarla en cortes seriados de los tubulos
seminiferos. En la rata se ha descrito que la onda espermatogénica tiene una duracion de 50

a 60 dias aproximadamente (Russell et al., 1990; Adler, 1996).
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Fig. 1.2 Asociaciones celulares en el ciclo del epitelio seminifero en rata (Russel et al.,1990).
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Figura 1.3 Esquema de la onda espermatogeénica en ratas (Austin y Short, 1982).

Meiosis

La meiosis es el tipo de reproduccion celular especializada que se da solo en células
germinales y que reduce el nimero de cromosomas de una célula (4n) a la mitad (2n),
mientras que también crea nuevas combinaciones de alelos distribuidas a traves de 4 celulas
hijas (n) mediante la recombinacion y la segregacion de cromosomas (Leonormand et al.,
2016). La meiosis consiste en dos divisiones denominadas division meiotica | y division
meidtica Il; cada una de estas divisiones meidticas se subdividen en 5 estadios: profase,
prometafase, metafase, anafase y telofase. La profase meiotica de la meiosis I, es compleja y
larga; las fases restantes de la meiosis son muy rapidas. La importancia de la PMI radica en
que en este periodo se llevan a cabo los eventos de reconocimiento, apareamiento, sinapsis y
recombinacion genética de los cromosomas homdlogos (Alberts et al., 2008). La PMI se
divide en 4 etapas generales, leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno. Estas etapas se

definen por sus caracteristicas morfologicas y celulares, sin embargo, hay autores que



mencionan transiciones entre una etapa y otra, asi como dependiendo del tiempo de la etapa,
clasificandolo en temprano, medio y tardio. (Hunter, 2013; Karp et al., 2008).

En la PMI, durante el leptoteno los cromosomas comienzan a condensarse y aparecen
en forma de delgados hilos. En casi todos los organismos en esta etapa se lleva a cabo un
evento programado de rompimientos de la doble cadena de DNA, por medio de la
topoisomerasa Spoll. La reparacion de estos rompimientos también propicia el inicio de la
recombinacion meiotica (Keeney et al., 1997; Zickler y Kleckner, 1998). Las recombinasas
Rad51 y DMCI estabilizan las interacciones entre las cadenas de DNA simple (Resultado del
rompimiento de la doble cadena) y utilizan el DNA no roto, ya sea de la cromatina hermana
o del cromosoma homdlogo, como molde para la reparacion del rompimiento formando asi
los nédulos de recombinacion temprana (Roeder, 1997; Moens et al., 2002). Durante el
cigoteno el grado de condensacion de los cromosomas aumenta con respecto al leptoteno,
algunos pocos y selectos de los nddulos de recombinacién entre cromosomas homoélogos
transitan hacia nddulos de recombinacién medios en los que se localizan las recombinasas
MSH4 y MSH5. Los cromosomas homdlogos empiezan a formar un apareamiento o sinapsis
mediante una estructura proteica conocida como el complejo sinaptonémico, al tiempo que
los centrémeros y los telomeros de los cromosomas se adosan a la envoltura nuclear y se
agrupan en un polo de la célula para formar una estructura parecida a un racimo o “bouquet”
(Heyting, 1996; Zickler y Kleckner, 1998; Harper et al., 2004; Schramm et al., 2011; Shibuya
et al, 2015). En el paquiteno, a medida que los cromosomas se condensan las cromatidas se
hacen mas visibles, la configuracion de “bouquet” se pierde y la sinapsis de los cromosomas
se ve completada (Paniagua et al., 1993; Solari, 1999; Karp et al., 2008). Durante esta etapa
los n6dulos de recombinacion se les consideran tardios y se caracterizan por la presencia de

las recombinasas MLH1 y la MLH3 (Moens et al., 2002). Los nddulos de recombinacion
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tardia conforman los sitios de entrecruzamiento que Se reconocen Como quiasmas.
Actualmente se ha demostrado que las cohesinas como SMC, o Rec8 estan implicadas en la
progresion de los nodulos donde ocurren los entrecruzamientos (Revenkova et al., 2004;
Yang et al., 2008).

El diploteno es la ultima etapa de la profase meiética | la cual se caracteriza por
descompactacién de los cromosomas, asi como por la separacion de los homologos quedando
unidos solamente por los quiasmas. El nimero y posicion de los quiasmas varia entre los
diferentes organismos (Zickler y Kleckner, 2015).

Las diferentes etapas del proceso meiotico pueden seguirse a traves de la presencia
de proteinas especificas, mismas que participan en la formacion del Complejo Sinaptonémico

durante la PMI.

Complejo sinaptonémico

El complejo sinaptonémico (CS) es un andamio multiprotéico especifico de la meiosis que
enlaza los cromosomas homdlogos de extremo a extremo durante la PMI y es necesario para
la formacion de entrecruzamientos meidticos (Cahoon y Hawley, 2016). EI CS conserva una
estructura muy general a lo largo de la evolucion. Esta formado por tres elementos
multiprotéicos paralelos; dos elementos laterales (EL) y una regién central (RC)
(Kouznetsova et al., 2011).

Los dos elementos laterales en los mamiferos estan compuestos principalmente por
la proteina 2 del complejo sinaptonémico (SYCP2 por sus siglas en ingles), por la proteina 3
del complejo sinaptonémico (SYCP3 por sus siglas en ingles) y por asas de DNA en la parte

externa de los elementos laterales (Schemkel y Daneholt, 1995; Solari, 1999).
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La region central del CS es atravesada por los filamentos transversos (FT)
constituidos por la proteina 1 del complejo sinaptonémico (SYCP1 por sus siglas en inglés)
los cuales se ha sugerido corresponden a una estructura formada por dos a-hélices
entrelazadas y estas dos fibrillas se asocian con otro material de tipo globular (Solari, 1999;
Page y Hawley, 2004) (Figura 1.4). Otras proteinas constitutivas de la RC son: SYCEL,

SYCE2, SYCE3, TEX12 y C140RF39/SIX60S1 (Fraune et al, 2012: Gomez et al, 2016).

AR AR R AR LA
¢ T =
@¥ WM « /75
& SWCER
9 8 °%°9 ¢, swcer
g & SYCE2
Tex12
@ & @ @Cmmaﬂna
& @ o

Syepl’ Spe3t

Figura 1.4. Modelo del ensamblaje del complejo sinaptonémico
en la profase meiotica | analizado con inmunocitoquimica y
microscopia electronica (Fraune et al., 2012).

SYCP3 en la profase meiotica I

Las inmunolocalizaciones contra la SYCP3 se usa para definir las etapas de la PMI, su patron
de fluorescencia permite apreciar la formacion de los ELs y el avance del ensamblaje del CS
(Trifonova y Moens, 2009; Fraune et al., 2012). SYCP3 tiene un pH basico (pH 9.4) y una
masa molecular reportada de 29.7 kDa para el caso de la rata, aunque presenta isoformas

observadas de 30 y 33 kDa (Lammer et al., 1994; Yuan et al., 1998; Zickler y Kleckner,
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1999; Syrjénen et al., 2014). SYCP3 forma filamentos de diferente grosor dentro del ndcleo
de acuerdo a la etapa de la profase meidtica I por la que transitan los espermatocitos primarios

(Lammers, 1994; Cohen y Pollard, 2001; Baarends y Grootegoed 2003).

La SYCP3 cuando se localiza por medio de inmunodetecciones a nivel optico se

visualiza de la siguiente forma en las etapas generales de la PMI:

Leptoteno

Durante el leptoteno, SYCP3 se observa como segmentos lineales discontinuos bien
distribuidos en el nacleo y, en esta etapa se conocen como elementos axiales (EA). Estos EA
se ensamblan a lo largo de cada eje cromosémico, conformado por los complejos de
cohesinas. A medida que la célula avanza en el estadio, los EA se hacen continuos por lo que
el interior del nicleo se observa con una apariencia de malla filamentosa (Heyting et al.,

1988; Zickler y Kleckner, 1999).

Cigoteno

Durante el cigoteno, los EA son continuos y se observan como filamentos bien definidos. En
ciertas regiones de los EA, se empieza a incorporar SYCP1, por lo que se inicia la sinapsis
entre los cromosomas homdlogos. En estas regiones de sinapsis, los EA se compactan adn
mas y la deteccion de SYCP3 se observa mas densa. Debido a estos cambios estructurales y
a la aparicién de una estructura que produce la sinapsis entre los EA, estos son Illamados

elementos laterales (EL) (Offenberg et al., 1991; Zickler y Kleckner, 1999).
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Paquiteno
En paquiteno, el CS se ha terminado de ensamblar por lo que SYCP3, SYCP2 y SYCP1
forman parte de la estructura tripartita caracteristica. Los cromosomas homaologos estan

conectados (sinapsis) por el CS a lo largo de toda su longitud (Offenberg et al., 1991).

Diploteno
El CS se desmonta durante el diploteno y los quiasmas aparecen como conexiones fisicas
entre los cromosomas homologos, estos ultimos son sitios donde ocurrieron los

entrecruzamientos (Smith y Benavente, 1992; Liu et al, 1996).

‘X X

Leptoteno Cigoteno Paquiteno Diploteno

Figura 1.4 SYCP3 en las etapas de la profase meidtica | (Tomado y modificado
Kuznetsova, 2004) Verde SYCP3, amarillo SYCP3 + SYCP1, azul nlcleo.

El ensamblado y desensamblado del CS se correlaciona con reordenamientos
sucesivos de la cromatina (Heyting et al., 1988). Todos los componentes identificados del
CS ocurren especificamente en nucleos de células de la PMI, es decir, espermatocitos y

ovocitos primarios (Pousette et al., 1997 y Dietrich et al., 1992). En el caso de las hembras
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durante el diploteno hay un arresto del ciclo celular también conocido como estado dictiado

o dictioteno (Handel y Schimenti, 2010).

Particularidades de SYCP3

® Mutaciones en la secuencia de SYCP3
Estudios funcionales usando el modelo murino con delecion del gen de SYCP3 (SYCP.3-
KO) han demostrado que existen alteraciones del CS. Para organismos machos, los tibulos
seminiferos de los mutantes homocigo6ticos KO de SYCP3, presentan una detencion
meidtica. Los espermatocitos mutantes carecen de EA y Els, la recombinacion es fallida y
hay ausencia de espermatidas redondas, espermatidas alargadas y espermatozoides, junto con
la muerte celular masiva durante la profase meidtica. Mientras que, en organismos hembras,
las mutaciones para el caso de los ovocitos son menos dramaticas, los cromosomas muestran
cierto grado de sinapsis mediante el ensamblaje de estructuras semejantes a la CR que pueden

soportar la recombinacién (Yuan et al., 2000; Liebe et al., 2004; Yang et al., 2006).

® Policomplejos
Se han observado agregados de material similar al CS, en su mayoria llamados policomplejos
(PC), en células meidticas de mas de 70 organismos entre animales, plantas, hongos y
protistas. Tales estructuras tienen una morfologia que incluye los ELs , la RC y una
composicion bioquimica bien definida ya que presentan SYCP3 y en algunas ocasiones
SYCP1 como la que se encuentra en los CS (Rasmussen, 1975). Los PC estan altamente
conservados a lo largo de la evolucién. La presencia de PC esté restringida a las células
meidticas y a las células de la linea germinal que se derivan de los espermatocitos. Los PC

estdn comunmente presentes durante la PMI, aungue se ha descrito su presencia antes del
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leptoteno y en algunas especies permanecen hasta la metafase | (Moens, 1969; Solari y Vilar,
1978). Los PC se pueden diferenciar de un CS tipico debido a que segun el organismo su
localizacion puede ser tanto intranuclear como extranuclear, es decir, en el citoplasma

(Goldstein, 1987).

La aparicion de PC durante la meiosis también podria entenderse como una
aberracion del aumento en la sintesis de proteinas meidticas especificas, es decir, se entiende
como un componente constitutivo mutante (Klapholtz et al., 1985). Alternativamente,
podrian ser explicados como una inusual asociacion de fragmentos de CS dispersos de los
cromosomas homologos. Dentro de las interrogantes en torno a los PC se ha cuestionado si
su distribucion o localizacion es aleatoria; sus dimensiones, las cuales comparte o son
semejantes a las de las regiones que componen al CS y sus posibles funciones. No se ha
llegado a un acuerdo debido a la diversidad de organismos donde se observan los PC. Otros
nombres con los que se le conoce a los PC son complejos extra, complejos multiples,
complejos granulares cilindricos, complejos helicoidales, entre otros. (Sotelo et al,1973;

Goldstein y Triantaphyllou, 1978; Solari y Vilar, 1978; Kehlhoffner y Dietrich, 1983),

® Cumulos perinucleares de SYCP3
Al analizar preparaciones de testiculos de rata prepuber con técnicas de inmunohistoquimica,
se han encontrado marcas de SYCP3 que no estan incorporadas al CS en los espermatocitos
de la PMI. Se puede observar el patrén de fluorescencia caracteristico para la SYCP3, asi
como una distribucién distinta a la que se presenta en los organismos adultos. Esta
distribucidn distintiva en los organismos prepuberes se localiza en los bordes de los limites

nucleares de los espermatocitos primarios. A estos agregados proteicos que se evidencian
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con técnicas de inmunodeteccion se les denomind cumulos perinucleares de SYCP3 (CPN-
SYCP3). Se ha descrito que, a los 16 dias de edad, en la etapa de cigoteno se presentan con
mayor frecuencia. Y hasta el momento en la rata Wistar no se ha observado su presencia en

organismos adultos (Valenzuela, 2017).

Justificacion

Investigaciones realizadas en nuestro grupo de trabajo demuestran que los espermatocitos
primarios de ratas prepuberes contienen a la proteina SYCP3 en los elementos laterales, asi
como en cumulos perinucleares durante la primera onda espermatogénica (Valenzuela,
2017). Estudios realizados por otros investigadores mencionan la presencia de dichas
acumulaciones en células germinales femeninas humanas y porcinas (Roig et al., 2004; Dyce
et al., 2006), asi como en espermatocitos de bovinos (Pfeifer et al., 2001) sin que hasta el
momento se haya detallado la presencia y dinamica de los cimulos durante la PMI, asi como
las causas por las cuales estos cumulos se presentan.

En este estudio se plantea determinar la etapa en la que aparecen, el estadio en la que
ya no estan presentes y se definir a qué edad son méas abundantes en la primera onda
espermatogénica, analizando las edades en las que se pueden evaluar la predominancia de un
estadio de la PMI. Pensamos que estos resultados seran la base para entender la fisiologia de
los cumulos perinucleares de la SYCP3 en la profase meidtica | en ratas pre-puberes durante

la primera onda espermatogénica.

16



Hipotesis

Los cumulos perinucleares de SYCP3 se encuentran relacionados con las etapas de la profase
meiotica | durante la primera onda espermatogénica, y su presencia es una caracteristica

exclusiva de ratas prepuberes.

Objetivos

Objetivo general

Describir la relacién de los cimulos perinucleares de SYCP3 (CPN-SYCP3) con las etapas

de la profase meiotica | (PMI) durante la primera onda espermatogénica

Objetivos particulares

o Describir las caracteristicas morfologicas de los cimulos perinucleares de SYCP3
que no se encuentran incorporados a los elementos laterales del complejo
sinaptonémico en los espermatocitos primarios de ratas prepuberes a los 13, 16, 20y
27 dias de edad.

e Precisar la frecuencia de los cimulos perinucleares de SYCP3 a los 13, 16, 20 y 27
dias y establecer la edad donde se presentan con mayor abundancia.

o Determinar la etapa de la profase meiética I en la cual aparecen las acumulaciones de

SYCP3, asi como las etapas celulares en donde se aprecian mayoritariamente.

Sujetos de estudio
Los sujetos experimentales para este estudio fueron ratas machos de la cepa Wistar (Rattus

norvegicus). Las edades se seleccionaron de acuerdo a la literatura, que presenta el siguiente

orden de aparicion de etapas celulares de la meiosis en la primera onda espermatogeénica
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(Adler, 1996). Como grupo control se seleccionaron ratas adultas que presentan todas las

etapas celulares de la espermatogeénesis.

Tabla 1. Edades para la seleccidn de los sujetos de estudio
de acuerdo a las etapas celulares que se presentan durante
la primera onda espermatogénica (Adler, 1996).

Edad Etapa celular

13 dias Leptoteno
16 dias Cigoteno
20 dias Paquiteno
27 dias Diploteno

90 dias Adulto, se encuentran todas las etapas

Material y métodos

Obtencion del material biologico
Se anestesiaron por inhalacion de isofluorano (Sofloran Vet PiSA Agropecuaria Reg

S.A.G.A.R.P.A. Q-78833-222) tres organismos por edad. En una camara de eutanasia, una
vez anestesiados se extrajeron los testiculos, a los que se les retir6 la tanica albuginea. EI
testiculo izquierdo se empled para realizar dispersiones de acuerdo al protocolo Peters et al
(1997). Los sujetos de estudio se manipularon siguiendo los lineamientos bioéticos de

acuerdo con la norma oficial mexicana NOM 062-Z00-1999.
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Elaboracion de dispersiones
Se incubaron fragmentos de testiculos de aproximadamente 1 mm?® en 500 uL de una

solucion hipotdnica con 150 pL de Tris 1 M pH 8.2, 250 uL de sacarosa 1 M, 8 uL de citrato
de sodio 1 M y 50 uL. de EDTA, al momento de usarse se agregaron 25 pLL de DTT y 12.5
uL de PMSF, durante 60 minutos a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo las muestras se colocaron en 40 pL de sacarosa 100 mM
para posteriormente dispersar las células germinales en portaobjetos preparados previamente
con poli-I-lisina. Las dispersiones se fijaron en paraformaldehido al 1 % y se agregaron 1.5
ml de una solucién de Triton X100 al 10% + Borato de sodio al 0.2%, y se almacenaron a -

70° C hasta el momento de su uso.

Elaboracion de inmunodetecciones
A las dispersiones se les realizaron inmunolocalizaciones dobles de acuerdo al protocolo

(Hernéndez-Hernandez et al., 2016) para detectar de las proteinas SYCP3 y SYCP1. Se
empleo el anticuerpo monoclonal anti-SYCP3 desarrollado en raton (Abcam) Cat: ab97672
y lote: GR149989, en una concentracion 1:100. y un anticuerpo policlonal SYCP1 hecho en
conejo (Affinity BioReagents) Cat. PA1-46254 y lote A3 empleando una concentracion de
1:100. Los anticuerpos secundarios empleados fueron el Alexa Goat Anti Mouse IgG
acoplado con FITC Cat, A-11029 lote.40339 y un Alexa Goat Anti Rabbit acoplado con RT
Cat. A11037 lote.1363574 en una concentracion de 1:200. Posteriormente se localizo el DNA
con DAPI, se agreg6 Vectashield (Vector, No. Catalogo C0563, Lote 122139) y se sellaron

con el cubreobjetos y barniz.
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Observacion

Se observaron las preparaciones y se recorrieron en su totalidad realizando un registro
fotogréafico de los espermatocitos primarios presentes, este registro se realiz6 tomando en
cuenta la etapa de la profase meidtica | con base en el diagrama propuesto por Kuznetsova,
(2004). Las observaciones se realizaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon modelo
Eclipse E600, con filtros para DAPI, FITC y RT (ver tabla 2). Se us6 la cAmara digital
DXM120F vy el software NIKON ACT-1. Por cada edad se realizaron planchas con las
imagenes mas representativas de las células que presentaban los CPN-SYCP3, haciendo
superposiciones de imagenes de los filtros (ver tabla 2) para cada etapa de la PMI que se
encontraba en cada edad estudiada.

Tabla 2. Caracteristicas de filtros de microscopio de epiflorescencia

Filtro EX DM BA Color

UV-2E/C DAPI 330-380 400 435-485 Azul
B-2E/C FITC 465-495 505 515-555 Verde

Y-2E/C TX RED 540-580 595 600-660 Rojo

Conteo celular

El conteo se realizé observando la presencia—ausencia de CPN-SYCP3, se uso el programa
ImageJ para marcar cada célula. Se aplico estadistica descriptiva (promedio y desviacion
estandar) y se obtuvieron los porcentajes de las tres preparaciones analizadas por cada edad
usando la siguiente formula.

(N° de células con CPN-SYCP3) (100)
N° total de células por cada estadio
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Resultados

Adulto

Con la finalidad de comprobar que los CPN-SYCP3 son una caracteristica exclusiva de los
organismos prepuberes, se empled un grupo de organismos adultos como grupo control,
mismo que permitié corroborar la morfologia caracteristica de cada etapa celular de la PMI
de las ratas adultas y compararlas con las ratas prepuberes. Se censaron todas las etapas de
la PMI en los organismos adultos en las que SYCP3 (verde) muestra la morfologia
filamentosa caracteristica de cada etapa. Complementariamente, la inmunodeteccion para la
SYCP1 (Rojo) muestra que su incorporacion coincide con SYCP3 en las etapas de cigoteno,
paquiteno y diploteno. (Figura 8.1)

De las preparaciones analizadas por cada rata adulta inicamente se encontraron cinco
células con CPN-SYCP3 las cuales se encontraron en etapa de paquiteno. Los CPN-SYCP3
se mostraron como agregados filamentosos que no estuvieron asociados al CS (figura 8.2).

La observacion de las células en PMI en los organismos prepuberes mostré que el
ensamblado del CS se presenta con las caracteristicas tipicas para cada uno de los estadios.
Con relacion a los CPN-SYCP3, fue posible determinar sus cualidades morfoldgicas, su
distribucién espacial dentro del area nuclear, ademas de precisar su presencia para cada una

de las etapas de la PMI durante la primera onda espermatogénica.
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Figura 8.1. Doble inmunolocalizacion de SYCP3 (verde), SYCP1 (rojo) y DAPI (azul)
en dispersiones de células germinales en profase meidtica I de tubulos seminiferos
de rata adulta.

A) Célula en etapa de cigoteno. B) Célula en etapa de cigoteno
C) célula en etapa de paquiteno. D) célula en etapa de diploteno.
Barra 10pm
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Figura 8.2. Doble inmunolocalizacion de SYCP3 (verde), SYCP1 (rojo) y DAPI (azul)
en dispersiones de células germinales en profase meiotica I de tubulos seminiferos
de rata adulta.

A) Células en etapa de paquiteno B) Célula en etapa de paquiteno.
C) célula en etapa de paquiteno. Se evidencian los CPN-SYCP3 (cabeza de flecha) en la sobreposicion de
las imagenes. Barra 10pm




13 dias

A los 13 dias observamos dos estadios de la PMI: espermatocitos en etapa de leptoteno y
cigoteno. Los espermatocitos primarios a esta edad muestran la presencia de CPN-SYCP3,
no todas las células los tienen (méas adelante se presentan los porcentajes).

En la etapa de leptoteno el marcaje de los CPN-SYCP3 no es tan nitido como en los
elementos axiales en los que ha comenzado a incorporar la SYCP3, la presencia de SYCP1

aun no se observa debido a que el proceso de sinapsis entre los cromosomas homologos aun

no se establece.

SYCP3 SYCP3 SYCP3

Leptoteno

Cigoteno

Figura 8.3. Doble inmunolocalizacion de SYCP3 (verde), SYCP1 (rojo) y DAPI (azul) en dispersiones
de células germinales en profase meidtica I de cordones seminiferos de rata de 13 dias de edad.

A) Célula en etapa de leptoteno. B) Célula en etapa de cigoteno.
Se evidencian los CPN-SYCP3 (cabeza de flecha) en la sobreposicion de las imagenes. Barra 10pum
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En los espermatocitos en cigoteno, los elementos laterales demostrados con la
deteccion de SYCP3 comienzan a mostrar la colocalizacion con la proteina SYCP1 en
segmentos pequefios indicando que se ha iniciado el proceso de sinapsis. (Figura 8.3).

A los trece dias no vemos una abundante poblacion celular pero los porcentajes
muestran mayor nimero de células con presencia de CPN-SYCP3 en la etapa de leptoteno
obteniendo un valor de 11.7 %. EI 88.3 % de las células en leptoteno no presentan CPN-
SYCP3 También se obtuvo la presencia de células en cigoteno con marcas de CPN-SYCP3
con un valor de 11 %. EI 89 % de las células en cigoteno no presentan CPN-SYCP3 No se

encontraron células en paquiteno y diploteno (Figura 8.4).

Porcentaje de células con CPN-SYCP3 a los 13 dias

254
Il Leptoteno
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Numero de celulas (%)
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Figura 8.4. Conteo de la poblacion de células en la PMI a los 13 dias de edad
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16 dias
A los 16 dias encontramos tres tipos celulares; leptoteno, cigoteno y por primera vez
paquiteno. Los espermatocitos primarios en las etapas de leptoteno y cigoteno contintan
mostrando CPN-SYCP3 con la morfologia y distribucion observadas a los 13 dias. Los
espermatocitos en la etapa de paquiteno presentaron la localizacion de laSYCP3y la SYCP1
(amarillo) a todo lo largo de los cromosomas. Esta colocalizacion fue resultado de la sefial
de la SYCP3 en verde y la marca roja de la SYCPL. En esta etapa también se encontraron
CPN-SYCP3 que se visualizan como “motas” por toda el area nuclear (Figura 8.5).

A los 16 dias la poblacion celular es mas abundante con respecto a la edad anterior.
De la cuantificacion de las células con CPN-SYCP3 encontramos que el 14.3 % de las células
en leptoteno presentan CPN-SYCP3, el 85.7 % no presenta CPN-SYCP3. El 16.7 % de las
células que se encuentran en la etapa de cigoteno presentaron CPN-SYCP3 mientras que el
83.3 % tenia la distribucion caracteristica y el 29 % de las que estaban en paquiteno
presentaron CPN-SYCP3 y el 71 % en esta etapa no presentd CPN-SYCP3. A esta edad aun

no hay espermatocitos en la etapa de diploteno (Figura 8.6).
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Figura 8.5. Doble inmunolocalizacion de SYCP3 (verde), SYCP1 (rojo) y DAPI (azul)
en dispersiones de células germinales en profase meiotica I de cordones seminiferos de rata de 16 dias de
edad.

A) Célula en etapa de leptoteno. B) Célula en etapa de cigoteno. C) Célula en estapa de paquiteno
Se evidencian los CPN-SYCP3 (cabeza de flecha) en la sobreposicion de las imagenes. Barra 10 um
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Porcentaje de células con CPN-SYCP3 a los 16 dias
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Figura 8.6. Conteo de la poblacion de células en la PMI a los 16 dias de edad

20 dias

A los 20 dias de edad encontramos predominantemente paquitenos que pertenecen a la
primera onda espermatogénica. También se observaron espermatocitos en leptoteno y
cigoteno donde contindan presentes con las acumulaciones de SYCP3. En los espermatocitos
en paquiteno encontramos una mayor diversidad de la morfologia de estos CPN-SYCP3. La
distribuciéon de los CPN-SYCP3 fue aleatoria y en algunas ocasiones asumio un arreglo
filamentoso sin que existiera la presencia de SYCP1. Es importante puntualizar que los
espermatocitos primario en estadios previos al paquiteno presentes a los 20 dias de edad ya
no pertenecen a la cohorte de espermatocitos primarios de la primera onda espermatogénica

(Figura 8.7).
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Figura 8.7. Doble inmunolocalizacion de SYCP3 (verde), SYCP1 (rojo) y DAPI (azul)
en dispersiones de células germinales en profase meidtica I de cordones seminiferos de rata de 20 dias
de edad.

A) Célula en etapa de leptoteno. B) Célula en etapa de cigoteno.
C) célula en etapa de paquiteno. D) célula en etapa de diploteno.
Se evidencian los CPN-SYCP3 (cabeza de flecha) en la sobreposicion de las imagenes. Barra 10um




A los 20 dias 10.3 % de los espermatocitos en leptoteno presentan CPN-SYCP3 el resto, 89.7
% no presenta acumulaciones de la proteina SYCP3. El 8.2 % de los espermatocitos en la
etapa de cigoteno tienen CPN-SYCP3, el 91.8 % de las células en esta etapa no presenta
CPN-SYCP3. Los paquiteno mostraron en un 18 % la presencia de CPN-SYCP3, 82 % no
presentaron CPN-SYCP3. Finalmente, se observan diplotenos por primera vez y el 23.2%
presentan CPN-SYCP3 mientras que el 76.8 % presentd las caracteristicas de las células en

PMI descritas en el adulto (Figura 8.8).

Porcentaje de células con CPN-SYCP3 a los 20 dias
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Figura 8.8. Conteo de la poblacion de células en la PMI a los 20 dias de edad

27 dias

De los tipos celulares que se encuentran en esta edad solo los paquitenos y diplotenos
pertenecen a la primera onda espermatogénica. Las células en paquiteno muestran los CPN-
SYCP3 con las mismas caracteristicas descritas en la edad de 20 dias. En el diploteno el CS

se ha desensamblado y muestra pequefias porciones de SYCP1. Se observa el cuerpo XY
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tanto en paquiteno como en diploteno (flecha) También se encontré el estadio de leptoteno,

pero ya no corresponde a la primera onda espermatica, aunque continua continian mostrando

CPN-SYCP3 (Figura 8.9)

Leptoteno

Paquiteno

Diploteno

Figura 8.9. Doble inmunolocalizacion de SYCP3 (verde), SYCP1 (rojo) y DAPI (azul)
en dispersiones de células germinales en profase meidtica I de cordones seminiferos de rata de 27 dias de
edad.

A) Célula en etapa de leptoteno. B) Célula en etapa de paquiteno. C) Célula en etapa de diploteno.
Se evidencian los CPN-SYCP3 (cabeza de flecha) en la sobreposicion de las imagenes,
cuerpo XY (Flecha). Barra 10pum
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En los porcentajes de la presencia de los CPN-SYCP3 en los espermatocitos primarios
encontramos que el 13.1 % de células en paquiteno tienen presencia de CPN-SYCP3 vy el
10% de células en diploteno. Las células en etapa de leptoteno a pesar de que ya no son parte
de la primera onda espermatogénica continlan presentando acumulaciones de la SYCP3 en

un 16 % y no se encontraron células en cigoteno (Figura 8.10).

Porcentaje de células con CPN-SYCP3 a los 27 dias
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Figura 8.10. Conteo de la poblacion de células en la PMI a los 27 dias de edad
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Conteo celular en la primera onda espermatogénica
Siguiendo la propuesta de aparicion de las etapas celulares en la meiosis durante la primera
onda espermatogénica de Adler (1996) podemos resumir que durante la primera onda
espermatogénica los leptotenos presentaron 11.7% de células con CPN-SYCP3. Los
cigotenos 16.7 % de presencia de CPN-SYCP3, mientras que paquitenos 18 % y diplotenos

10% de células con CPN-SYCP3. (Figura 8.12)

Porcentaje de células con CPN-SYCP3
durante la primera onda espermatogénica

Niimero de células (%)

Leptoteno  Diploteno  Paquiteno  Diploteno

Figura 8.12. Conteo de la poblacién de células en la PMI a los 16 dias de edad
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Conteo celular total
Al realizar un conteo de todas las células que presentaron CPN-SYCP3, vemos que hay en
leptoteno 36.3 % de presencia de CPN-SYCP3, el 63.4 % del total de células en cigoteno no
presentd CPN-SYCP3. En cigoteno el 35.9 % del total de las células presenta CPN-SYCP3,
el 64.1 % no presentd CPN-SYCP3. La etapa de paquiteno es el estadio donde se presentan
un mayor nimero de células con CPN-SYCP3, se obtuvo 60.2 % de células con presencia de
CPN-SYCP3, el 39.2 % no presentdé CPN-SYCP3 y durante el diploteno el 33 % de las
células presentaron CPN-SYCP3, mientras que el 67 % no presentaron CPN-SY CP3 (Figura

8.13).
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Figura 8.13. Conteo de la poblacién de células en la PMI a los 16 dias de edad
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Modelo morfologico propuesto de CPN-SYCP3
Con los resultados obtenidos de las doble inmunolocalizaciones se propone el siguiente
esquema de la morfologia de los CPN-SYCP3 en cada una de las etapas celulares que
conforma la PMI durante la primera onda espermatogénica. En leptoteno a los 13 dias se
observan CPN-SYCP3 difusos. Durante la siguiente etapa, cigoteno a los 16 dias los CPN-
SYCP3 presentan una distribucion similar en al area nuclear, pero se distinguen con mayor
nitidez. A los 20 dias donde la etapa que predomina es el paquiteno, los CPN-SYCP3
adquieren diversas morfologias siendo la forma filamentosa la que sé que observa
mayoritariamente. En cuanto a su distribucion no hay un tnico patron, los cimulos se pueden
observar en todas las disposiciones del area nuclear, aunque también se encontré distribuida
hacia la periferia del nacleo. Durante el diploteno, los CPN-SYCP3 se aprecian de distintas
formas, por lo que pueden estar presentes todas las disposiciones observadas en las etapas

anteriores (Figura 8.14).

Distribucién de CPN-SYCP3

Leptoteno Cigoteno Paquiteno Diploteno

messssssssssssss———  ’rofase meiotica [ ﬁ

Figura 8.14. Modelo propuesto sobre la distribucion y apariencia morfolégica de los
ctmulos perinucleares de SYCP3 (Verde) durante la primera onda espermatogeénica en los
cordones seminiferos de rata, en las etapas de la profase meidtica I.
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Discusion
Los resultados que se presentan en este trabajo permiten corroborar la presencia de los CPN-
SYCP3 en la primera onda espermatogénica de la rata wistar prepuber. La aparicion de los
CPN-SYCP3 en todas las etapas de la PMI de las edades estudiadas indican que son
espermatocitos primarios de la primera onda espermatica (leptoteno, cigoteno, paquiteno y
diploteno) y corresponden a los 13, 16, 20 y 27 dias de edad (Adler, 1996). Tanto el conteo
de las células como los porcentajes obtenidos nos permiten asociar la presencia de los CPN-
SYCP3 con el inicio de la espermatogénesis debido a que la presencia de células con CPN-
SYCP3 va disminuyendo hasta ser practicamente nula en edades posteriores a la primera

onda espermatogénica asi como en organismos adultos.

A los 13 dias la SYCP3 se visualiza como filamentos delgados distribuidos en el area
nuclear (Yuan et al., 2000; Schramm et al., 2011). Los CPN-SY CP3 se observan por primera
vez durante el leptoteno. Conforma transita la meiosis durante el cigoteno, a los 16 dias de
edad observamos fibras engrosadas de SYCP3 y se van incorporando las demas proteinas
integrales del CS, entre ellas SYCP1, componente de la regidn central (Yuan et al, 2000;
Qiao et al, 2012). En una investigacion previa en nuestro grupo de trabajo se habia sefialado
que los CPN-SYCP3 son mas abundantes durante el cigoteno a los 16 dias de edad
(Valenzuela, 2017), sin embargo, en el presente estudio es a los 20 dias de edad durante el
paquiteno donde los CPN-SYCP3 se observan mayoritariamente; coexisten con el CS
ensamblado en su totalidad y por lo tanto con la sinapsis de los cromosomas (Offenberg et
al., 1991). Cabe sefialar que este estudio es el primero que analiza organismos a los 20 dias,

misma edad donde se presentan los primeros paquitenos de la primera onda espermatogénica
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(Adler, 1996). Aunado a esto se sabe que el paquiteno es la etapa mas larga de la PMI lo que

aumenta las posibilidades de localizar células en esta etapa y por lo tanto CPN-SYCP3.

La técnica de dispersiones es otro factor que puede contribuir a la diferencia de datos
entre estudios, esta técnica permite visualizar todo el contenido del volumen nuclear a
diferencia de los cortes histolégicos que solo ofrecen una porcion del total de la célula. Los
cortes histologicos de células en PMI han demostrado los CPN-SYCP3 se visualizan
adosados a la envoltura nuclear (Valenzuela, 2017), caracteristica que comparten con los PC.
En otras investigaciones con otros modelos biol6gicos los PC existen como cuerpos
perinucleares desde preleptoteno y asi permanecen hasta la primera division meidtica
(Moens, 1969; Solari y Vilar, 1978). Sin embargo, en el modelo de estudio que se presenta
en este trabajo los CPN-SYCP3 se acotan Unicamente a la profase meiética I. Sin embargo,
se ha visto que los PC se observan desde antes del inicio de la PMI en células goniales y en
momentos muy tempranos en la interfase premeidtica, este metabolismo precoz se ha
reportado en modelos murinos (Day y Grell, 1976; Grell et al.,1980), y perduran hasta la
metafase |1 (Moens, 1969; Solari y Vilar, 1978) por lo que se piensa que el metabolismo de

los precursores de los PC ocurre antes de la etapa de paquiteno.

Las inmunolocalizaciones contra SYCP3 Y SYCPL1 evidencian que los CPN-SYCP3
solo estan conformados por la SYCP3, esta caracteristica también se comparte con la mayoria
de los organismos en los que se ha descrito la presencia de PC. Hay pocos organismos donde
se sefiala que los PC presentan una region central por lo que contienen FT que se constituyen
de SYCP1, como es el caso de algunas cepas de levaduras (Rasmussen, 1975). Al estar

compuestos por la SYCP3 y por la SYCP1 es la forma helicoidal, tubular o estriada la que
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hace diferentes a los PC de un CS tipico (Moens y Rapport, 1971; Goldstein y Triantaphyllou,

1978; Kehlhoffner y Dietrich, 1983).

Hasta el momento no existian trabajos de ratas prepUberes que describieran este
fendmeno. Si bien los CPN-SYCP3 comparten algunas caracteristicas propias de los PC,
habria que indagar la composicion, morfologia y asociaciones a nivel ultraestructural de los
CPN-SYCP3 para asegurar que se trata de un fenémeno parecido a los PC. Otra caracteristica
que define a los PC es que se encuentran asociados a estructuras como el nucléolo (Wettstein
y Sotelo, 1965), a los poros nucleares (Fiil et al, 1973; Bogdanov, 1977), a cuerpos lipidicos
(Fiil et al, 1973), a heterocromatina (La Cour y Wells, 1973), a cromosomas bivalentes (en
el caso de las hembras) (Roth, 1966), cromosomas en metafase | (Moens, 1969) y a material
fibrilar (Bennett et al, 1979).

Por otro lado, hay que tomar en cuenta que al ser organismos prepuberes los
mecanismos de regulacion tréficos, paracrinos y celulares para la posterior madurez de los
individuos comienzan a establecerse, por lo que los CPN-SYCP3 podrian entenderse como
una aberracion del aumento en la sintesis de proteinas meioticas especificas (Klapholtz et al.,
1985). Alternativamente, podrian ser explicados también como una asociacion erronea de
fragmentos de CS dispersos de los cromosomas homologos. Se sabe que la SYCPS3 tiene la
propiedad de formar fibras puesto que, bajo condiciones experimentales esta proteina tiene
la capacidad de autoensamblarse. En el sistema heter6logo de células COS7 (células
somaticas que pueden albergar proteinas presentes durante la meiosis) se forman cimulos
fibrosos de la proteina similares a los observados en el presente trabajo (Alsheimer, et al.

2010; Fraune et al, 2012; Syrjanen et al., 2014). Esta podria ser la explicacién por lo que
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también se presentan de manera muy escasa, (casi nula) en organismos adultos, siendo una
caracteristica exclusiva de los machos prepuberes.

Podemos inferir que la formacion del CS transcurre de manera adecuada puesto que
al parecer no se ven afectados los procesos de apareamiento cromosoémico, sinapsis y
recombinacion, aunque la formacion del CS no asegura la recombinacion (Stack, 1973;
Rasmussen, 1977) es notoria la formacion del cuerpo XY, estructura caracteristica de la etapa
del paquiteno. Se sabe que para el caso de los ratones machos la ausencia de la SYCP3
conlleva la detencion de la meiosis. Los organismos carecen de EA y de EL, la condensacion
de cromosomas meioticos y la recombinacion es fallida, al igual que la formacion de
quiasmas es severamente afectada (Yuan et al., 2000; Baier et al., 2007).

A los 27 dias se presentan los diplotenos de la primera onda espermatogenica. La
etapa de diploteno se reconoce por la disolucion del CS y la union fisica de entrecruzamientos
denominados quiasmas (Karp et al., 2008; Liu et al, 1996). Es la Gltima etapa celular donde
se observan los agregados de la SYCP3 y una falla en la formacion de entrecruzamientos
puede conducir a una mala segregacion cromosémica, por lo tanto, el tiempo entre la
formacién de un entrecruzamiento y el desmontaje del complejo sinaptonémico esta
altamente regulado a través de procesos que requieren las cinasas del ciclo celular conocidas,
que a su vez se regulan mediante mecanismos transcripcionales y/o traduccionales (Cahoon

y Hawley, 2016).
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Conclusiones

Los CPN-SYCP3 se encuentran en todas las edades de la primera onda
espermatogénica (13, 16, 20 y 27 dias) y en todas las etapas de la profase meiotica |
(leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno) siendo una caracteristica predominante
en los organismos prepuberes.

En la primera onda espermatogénica los CPN-SYCP3 se observan por primera vez
durante el leptoteno a los 13 dias y por ultima vez a los 27 dias en la etapa de
diploteno. Los CPN-SYCP3 no se observan después de la PMI

A los 20 dias encontramos mayor abundancia durante el paquiteno y es la morfologia

filamentosa la que se observa con mayor frecuencia.
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Perspectivas
Se necesita profundizar en las explicaciones fisioldgicas de las acumulaciones proteicas de
SYCP3. Saber cudl es su funcion, entender los mecanismos involucrados en la regulacion de

la incorporacion de las proteinas durante el ensamblado del CS.

Al no presentarse CPN-SYCP3 como en organismos adultos en los organismos
preplberes se podrian hacer comparaciones desde distintos enfoques. Uno de ellos seria
determinar si existen diferencias en la sintesis de SYCP3. Esto se podria evaluar mediante
Western Blot si existe una mayor sintesis de SYCP3 en los organismos prepuberes que en
los animales adultos. Si esto fuera asi, entonces se puede demostrar si hay mayor
transcripcion por medio de PCRq. Si no hay diferencias en cuanto a la sintesis de SYCP3
habria que indagar si se trata de la deficiencia en la degradacion de las proteinas que
conforman el CS y que esto se la causa de la presencia de los CPN-SYCP3. Esto no descarta
que puedan ser otras las causas que puedan estar relacionadas con aspectos fisiologicos e
incluso evolutivos. También se debe caracterizar la ultra estructura de los CPN-SYCP3 ya
que a nivel 6ptico muestran diversas morfologias, lo que puede sugerir que los cimulos no

muestran las caracteristicas de los PC descritos en otras especies.
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