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LRESUMEN

Hasta ahora no se ha realizado un estudio sistematico e integrativo del efecto
del gosipol sobre la espermatogénesis utilizando un modelo animal con
sincronizacion del ciclo dei epitelio seminifero (CES). En el presente trabajo, la
sincronizacién del CES se logré en ratas privadas de la vitamina A durante 9
semanas. Al reintroducir esta vitamina en la dieta, la espermatogénesis se reinicié
en los tubos seminlferos a partir de las espermatogonias y/o los espermatocitos.

Empleando técnicas de alta resolucion, como son el marcado con timidina
tritada y autorradiografia, asi como el estudio de la capacidad de
biotransformacidn de esteroides en células de Leydig, observamos lo siguiente:

E! gosipol administrado simultaneamente con la vitamina A tiene un efecto
directo solamente limitado a algunos tubos seminiferos en los que la alteracién de
la espermatogénesis se hace evidente a los 26 y 39 dias de!l tratamiento. Sin
embargo, en la mayoria de los tubos seminiferos, el efecto del gosipol sobre la
espermatogénesis parece ser indirecto, ya que esta droga también provocd un
dafo ultraestructural en las células de Leydig y disminucion en la capacidad de
biotransformacidén de precursores de la via delta 4. Es hasta el dfa 52 del
tratamiento, cuando se detecté una degeneracion masiva de la linea germinal en
todas las etapas (muerte celular generalizada y disminucién del diametro de los
tubos seminiferos). Al considerar que los dafios mas severos se presentaron’en
este lapso de tiempo, es decir la duracidn de un ciclo completo de
espermatogénesis, se puede también sugerir que el efecto del gosipol es,
probablemente debido a un efecto directo acumulativo sobre espermatogonias, y
pasando esta fase critica, el gosipol no tiene efecto, tal y como se presenté en la

mayoria de los tubos con lapso de 13, 26 y 39 dfas.



ERECTO DEL GOSPOL SOBRE EL TESTICULO DE RATA CON TUBOS
SEMINIFER0S SINCRONIZADCS

L INTRODUGEGION

El epitelio de los tubos seminiferos esta involucrado en la proliferacion, division
y transformacién morfolégica de las células germinales, para el desarrollo de los
espermatozoides. Este fendmeno se lleva a cabo durante tres fases:
mulitiplicacién por mitosis, meiosis y espermiogénesis. A las céluias en estas fases

‘se les denomina espermatogonias, espermatocitos y espermétidas
respectivamente (Chakraborty y col, 1976).

La espermatogonia es diploide, se multiplica mitoticamente y forma una
poblacidn de células madre. Después de seis mitosis sucesivas comienza la
melosis con la replicacién de DNA en espermatocitos en preleptoteno. Durante la
profase de la meiosis caracterizada por 4n, los cromosomas homélogos se
aparean, y finaimente la célula se divide dando lugar a espermatidas haploides. El
nicleo de este elemento celular se condensa, se forma el acrosoma v el flagelo,
posteriormente el espermatozoide es liberado del epitelio seminffefo (Parvinen y
col, 1986).

Los procesos citoplasmicos de las células de Sertoli envuelven a las células
germinales, y forman la barrera hematotesticular. Esta se localiza en todas las
especies, y esta constitulda por los complejos de unidn entre las células de Sertoli
(Nicander, 1967; Dym y Fawcett, 1970). Estos complejos estan especialmente
localizados en la porcién basal de las células de Sertoli y dividen al epitelio
seminffero de los mamiferos en dos compartimentos, el basal y el adluminal. El
compartimento basal contiene a las espermatogonias y espermatocitos primarios
(preleptoteno en la rata) (Cornell, 1974; Rusell, 1978) y el compartimento
adluminal contiene a los espermatocitos mas avanzados y espermatidas (Fawcett,

1975). Los espermatocitos en leptoteno y zigoteno residen durante su migracion



hacia el compartimento adiuminal, en el compartimento intermedio, delineado por
uniones especializadas situadas por arriba y abajo de estas células. Las
substancias originadas fuera de los tubos seminliferos utilizan la via del espacio
Intercelular para tener acceso directo al compartimiento basal del tubo seminffero.
El acceso hacia las otras capas es evitado por las uniones entre las células de
Serioli, y de esta forma se aislan las células en melosis y espermatidas. Esto
indica que la barrera hematotesticular es crucial para el desarrollo de ‘'la

espermatogénesis (Jégou, 1992),

Figura 1 Esquematizacion del epitelio seminifero donde se puede observar la
localizacion de la barrera hematotesticular (estrefla) y la compartamentalizacion

basal y adiuminal de este epitelio.(Tomado de Dym y Fawcett, 1970).



li.1. CELULAS GERMINALES

I.1.1. ESPERMATOGONIA
La espermatogonia esta localizada en el compartimento basal del epitelio
seminifero, separado del compartimento adiuminal por uniones estrechas entre las
células de Sertoli contiguas. .

La espermatogonia puede ser de fres tipos de acuerdo a la disposicion de la
cromatina. Se clasifica como tipo A, aquella con cromatina en grumos pequefios;
tipo B con cromatina en costras y una intermedia entre ambas (Regaud, 1901;
Clermont, 1972). Las células que se multiplican mitoticamente y proveen de
células madre para la espermatogénesis es la llamada tipo A (Leblond y Clermont
1952; Parvinen y col, 1986). La quinta generacidn, da lugar a la espermatogonia
intermedia y la divisién de ésta origina la espermatogonia B, la cual es la

encargada de comenzar la meiosis. (Clermont, 1972).

i1.1.2. ESPERMATOCITO

‘Durante la etapa de espermatocitos en preleptoteno, éste pierde su contacto
con la lamina basal, a través de su penetracién en los procesos de las células de
Sertoli.' El estado de espermatocitos en leptoteno presenta cromosomas
filamentosos y las uniones estrechas entre las células de Sertoli se localizan por
arriba y abajo de los espermatocitos en este estado. Durante la etapa de
zigoteno, la célula se localiza ya en el compartimiento adluminal; en este estado
los cromosomas homdlogos se aparean y conectan por el complejo
sinaptonémico. En paquiteno, el apareo de cromosomas se completa y pueden
evidenciarse los complejos sinaptonémicos, los espermatocitos pasan por un corto

perfodo de diploteno dando origen a espermatocitos secundarios, estos contintian



con la meiosis |l para la reduccién del nimero cromosdmico, y dan lugar a cuatro

espermatidas haploides.(Clermont, 1972; Parvinen y col, 1986).

I1.1.3. ESPERMATIDA

Estas células atraviesan por una seris sucesiva de eventos durante los cuales
transforman su nlcleo, condensan Ila cromatina y desarrollan estructuras
especiales tales como el acrosoma y el flagelo. A este proceso se le denomina
espermiogénesis,

1.2 ESPERMIOGENESIS

Este proceso ha sido perfectamente descrito en 1952 por Leblond y Clermont,
quienes, considerando criterios morfoldgicos, lo dividieron en cuatro fases, las
cuales pueden ser subdivididas en varios estados que en total suman 19 en la
rata.

A.- FASE GOLGI

Consiste en 3 estados para la formacion del acrosoma. »

El estado 1 es caracterizado por la presencia de una estructura casi esférica, el
idiosoma, localizado en el aparato de Golgi. Un fino filamento emerge de uno de
los centriolos en el citoplasma, este dara origen al futuro tallo del espermatozoide.
En el estado 2 uno de los 4 granulos acrosémicos aparecen en el idiosoma. El

estado 3 se caracteriza por la fusion de los granulos proacrosdmicos en uno solo.

B.- FASE CAPUCHON (CAP)
Consiste de 4 estados durante los cuales la capucha crece por fuera del
granulo acrosémico.
En el estado 4 el granulo acrosémico se pega al ntcleo.
En el estado 5 una membrana protege por fuera del grénulo acrosdmico y se

pega sobre la superficie del nlcleo. Para el estado 6 la membrana forma una



capucha definida y el idiosoma se separa del granulo acrosémico. Durante el
estado 7 la capucha presenta su maximo tamafio y uno de los centriolos se
adhiere.
C.- FASE ACROSOMA
Consta de 7 estados durante los cuales la capucha y el granulo acrosomico se
orienta hacla la membrana basal del tubo. El granulo acrosémico se transforma en
el acrosoma caracteristico de cada especie.

En el estado 8, el granulo acrosdmico y la capucha se orientan hacia la
membrana basal del tubo y el citoplasma se desplaza al polo opuesto del nticleo.
En el estado 9 hay un ligero aplanamiento del ntcleo y protusidn de la region
cublerta por la capucha. El gréanulo acrosdmico se elonga y puede ser referido
como el acrosoma. Durante el estado 10 la capucha se extiende a la region caudal
del nlcleo. Para el estado 11 se presenta una mayor elongacion del nicleo y
capucha. El estado 12 se presenta cuando el nticleo tiene su maxima longitud.
En el estado 13 el nlcleo se hace delgado y el citoplasma se condensa a lo largo
del tallo. En el estado 14 el ndcleo se hace mas pequefio, la capucha se orienta
sobre la parte anterior del nlcleo; el acrosoma se arregla en una cresta de! lado
dorsal. El citoplasma se condensa a lo largo del tallo y ésto hace que la membrana

celular se fusione con el tubo caudal.

D.- FASE DE MADURACION
Consiste en 5 estados; en esta fase las espermatidas son denominadas
espermatozoides por su semejanza con la célula madura.
El estado 15 indica el comienzo de la fase de maduracion, esta caracterizada
por la aparicién de una membrana fina de material del capuchén a lo largo del
borde dorsal de la célula, entre el extremo caudal del acrosoma y el angulo dorsal

del nlcleo. En el estado 16 la estructura fina desaparece, mientras que el



acrosoma se extiende caudalmente hacla el angulo dorsal. En el estado 17, el
acrosoma y el capuchdn son desplazados en relacidn al nlicleo Y provocan’'que en
el estado 18 exista una clerta distancla entre el acrosoma y el ntcleo. El
citoplasma se acomoda junto al nlcleo. Durante el estado 19 el espermatozoide
inmaduro se coloca cerca de la luz del epitelio seminifero, como espermatozoide

libre, y muestra poco cambio en el detalle estructural.

©0p
@@
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Figura 2 Representacién esquemdtica de la espermiogénesis donde se pueden
apreciar los distintos estadas de maduracién de la espermatida hasta la formacién’

del espermatozoide (tomado de Leblond y Clermont, 1952)
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I1.3 CICLO DEL EPITELIO SEMINIFERO

Las células germinales no estan arregladas al azar en el epitelio seminffero,
sino que forman asociaciones celulares definidas. Esto da lugar a las etapas del
ciclo del epitelio seminifero (CES), las cuales se pueden reconocer por la
morfologia del grado de desarrolio del acrosoma y el nticleo de la espermatida.

De acuerdo con Leblond y Clermont (1952), el CES se ha definido como una
serie de asociaciones celulares que ocurren en un tiempo y iugar especifico. Este
ciclo puede ser estudiado morfolégicamente determinando el grado de desarrollo
de la espermatida; el ciclo presenta una duracion de 13 dias en la rata.

ETAPA I. Las espermatidas se encuentran en estado 15 de la
espermiogénesis, estan usualmente alejadas de la membrana basal y se presenta
en forma simultanea un nuevo grupo de espermatidas en estado 1. Se observan
espermatocitqs en preleptoteno. Algunas espermatogonias tipo A se pueden
observar en mitosis.

ETAPA II. Comienza con la presencia de las espermatidas jovenes (estado 2),
las cuales estan separadas por grupos de espermatidas en estado 15 que se
encuentran agrupadas e insertadas en el epitelio. Se observan solo algunas
esparmatogonias A, ya que predominan las de tipo intermedio. Los espermatocitos
estan en crecimiento progresivo.

ETAPA lll. Eespermatidas jovenes se observan en estado 3 de la
espermiogénesis, que separan a los grupos de espermatidas en estado 16. Se
presentan pocas espermatogonias tipo A y muchas intermedias. Los
espermatocitos continuan creciendo.

ETAPA IV. Comienza con la presencia de espermatidas en estado 4y 17. En
este estado la espermatogonia A en mitosis, da lugar a espermatogonias tipo B.

Se observan pocos cambios en los espermatocitos.
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ETAPA V. Comienza con la aparicion de la capucha, que se origina por las
proyecciones que emite el granulo acrosémico en las espermatidas en estado 5
que estan separadas por grupos de espermatidas eﬁ estado 17. Se presenta gran
cantidad de espermatogonias tipo B; no se ohservan cambios en los
espermatocitos en paquiteno, excepto un progresivo alargamiento.

ETAPA VI. Se presentan pocas espermatogonias tipo A y muchas tipo B en
divisién mitética a lo largo de la membrana basal, lo cual produce una nueva
generacién de espermatocitos, y de esta manera, ambos tipos de células pueden
ser vistos en la misma seccidén del tubo. Los espermatacitos viejos son los tipicos
en paquiteno, las espermatidas jovenes estén en estado 6 y las viejas en 18; estas
Ultimas se sitdan entre el lumen y la membrana basal,

ETAPA VIl. El capuchdn tiene el tamaiio maximo y esta dirigido en todas
direcciones (espermatidas en estado 7). Se presentan muy pocas
espermatogoni.as A. Las espermatidas en estado 18 se presentan junto a la uz del
tubo.

ETAPA VIII. Comienza con la orientacion del granulo acrosémico de las
espermétidas jovenes (estado 8) hacia la membrana basal. Existen
espermatocitos en preleptoteno y paquiteno. Los espermatozoides en estado 19
se alinean en el lumen y completan la eliminacion de su citoplasma. Hacia el final
de esta etapa las células en estado 19 son liberadas como espermatozoides
libres. Con la liberacién de éstos el grosor del epitelio se ve disminuido y el
lumen de! tubo se observa aumentado.

ETAPA IX. Comienza con la aparicion de las espermatidas en estado 9. Las
espermatogonias A se dividen constantemente. Persisten los espermatocitos en
preleptoteno. Los cuerpos residuales (exceso de citoplasma de los
espermatozoides) desaparecen gradualmente, unos pocos espermatozoides

pueden permanecer en el lumen en esta etapa
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ETAPA X. Comienza cuando el capuchdn se orienta al angulo dorsal del
nucleo (estado 10 de la espermiogénesis). Muy pocas espermatogonias A estan
presentes. Continda la generacién de espermatocitos jévenes en preleptoteno
y los viejos en paquiteno.

ETAPA XI. Comienza cuando la espermatida pasa al estado 11 y forman
grupos entre los espermatocitos viejos. Persisten los espermatocitos en leptoteno
y paquiteno.

ETAPA XIl. Comienza cuando la espermatida pasa al estado 12 alcanzando la
longitud maxima. Se incrementa el nimero de espermatogonias A y estas se
asocian con una capa de espermatocitos jovenes en leptoteno. Los
espermatocitos viejos pasan a diploteno.

ETAPA XIil. Se inicia cuando las espermatidas se presentan en estado 13 y
las espermatogonias tipo A se alternan con espermatocitos jovenes en zigoteno.
Los espermatocitos viejos estan en diploteno y da inicio la diacinesis.

ETAPA XIV. Las espermétidas pasan a la fase 14, y se agrupan. Las
espermatogonias A son vistas a lo largo de la membrana basal. La generacién
joven de espermatocitos pasa de zigoteno a paquiteno. Los espermatocitos viejos

estan en la primera divisién, dando lugar a espermatocitos de segundo orden.
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Figura 3 Representacion esquematica del corte transversal de tubos seminiferos
donde se pueden apreciar las distintas etapas del ciclo del epitelio seminifero de la
rata y los elementos celulares que las caracterizan. Los ntimeros 1 a 19 se
refieren a espermatidas en distintos estados de la espermiogénesis. La letra A,
espermatogonia tipo A; B, espermatogonia tipo B; PL, espermatocito en
preleptoteno; L, leptoteno; C, cigoteno; P, paquiteno; Di, diploteno y diacinesis; I,

espermatocito secundario. (tomado de Perey y Col, 1961)

I1.4. DESARROLLO SINCRONICO DE LAS CELULAS GERMINALES

El hecho de que un grupo de células presenten en forma sincrénica los cambios
que ocurren a través de la espermiogénesis es un fendmeno histoldgico
importante (Perey y col, 1961).

Los grupos de espermatogonias, espermatocitos y espermatidas se encuentran
conectados por puentes intercelulares. Esta coneccidn puede facilitar la difusidn
de substancias intracitoplasmicas, la cual puede controlar la tasa de
transformacion de las células germinales y por lo tanto contribuir a la

sincronizacion (Fawcett y col, 1959). Roosen-Runge en 1962, indica que tales
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conecciones pueden resultar de una incompleta citocinesis del citoplasma en el

momento de la division.

I.5. REGUIACION HORMONAL DE LA ESPERMATOGENESIS

Se sabe que en ausencia de la glandula hipdfisis se presenta Inhibicién de la
espermatogénesis debido a la falta de la hormona folfculo estimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH) producidas por este érgano, (Clermont y Morgantaler,
1955; Skinner, 1989).

La hormona foliculo estimulante (FSH) y los andrégenos secretados por las
células de Leydig, bajo el estimulo de la LH, son las hormonas que regulan la
espermatogénesis (Chemes y col, 1979; Sharpe, 1986). Las células de Sertoli
contienen receptores a estas hormonas. Las células germinales son, tal vez,
indirectamente influenciadas por la FSH y andrégenos, asi como también
dependen de factores producidos por las células de Sertoli, bajo la estimulacion de
estas hormonas (Chemes y col, 1979). Las células germinales no tienen
receptores para gonadotropinas, indicando que el efecto de las horrﬁonas y de las
gonadotropinas puede ser indirecto a través de las células somaticas (Chemes y

col, 1979; Ackrand y col, 1992).

Los receptores para LH estan presentes en la membrana de las células de
Leydig. La LH se requiere para completar la meiosis (Steinberger y Steinberger,
1975) ya que la administracidon de anticuerpos contra LH provoca un cambio
dramatico cuantitativo en el epitelio seminifero y un detenimiento de la
espermatogénesis antes de completar la meiosis.

Esta hormona es una sefial para producir la testosterona a partir de colesterol o
acetato.(Catt y col, 1980). Las enzimas involucradas en la produccidn de

testosterona en mamiferos se encuentran dentro de el reticulo endoplasmico liso y



15

en las mitocondrias de las células de Leydig (Christensen y Gillim, 1969; Tamaoki
y col, 1973; Samuels y col, 1974-1975).

Reportes previos relacionan cambios en los niveles de testosterona con
alteraciones en la morfologia de las células de Leydig, dafios similares se
encuentran también bajo condiciones experimentales o patoldgicas (Kerr y col,
1979; Zirkin y col, 1980). El primer paso en la ruta de la biosintesis de los
andrégenos la constituye la conversién, a nivel mitocondrial, de colesterol a
pregnenolona, activada por la LH. La biotransformacion de pregnenolona a
testosterona en los mamiferos puede proceder a través de diferentes rutas o vias
metabdlicas que se han definido coino daiia 5 y delta 4, sugtin la localizacién del
punto de insaturacion (doble enlace) de los compuestos intermediarios.  En las
gbénadas masculinas de los roedores opera la ruta de los delta 4 {Loza y col,
1988).



#CEIAT0

3-REDROXI~3-HETILGLUTARIL COEWZENR A 16

Lglélalﬁnll.
HEUR LONATO

ESTER ESTEROL HIDROXILASA

t—— | ' ESIER COLESTEROL

CETIL COMMETIL COLESTERDL
TRANSFERASA (ACAT)
0LssmoL HIT0CONDRIA
L——— 22-+R1DROKILASA
HADPH 0,
RIDROXICOLESTEROL
[ 20%-HIIROVILASH
l HADEH 0,
DIHIDROXI COLESTEROL
l ROLICOLESTERTL 1, 22 L1ns
ECSESOLONA ¢ 4 HETILPENTANO
iPR EXOLONA TILPENT R
-
13 -u1p ROMPIHIERTO DE LA
As ?ggmg A« CADENA
X
PREGNENCLISA L ——PROGESTERQHA
A HADPH 0,
i M-HIDRIXILASA
~
A d -
{7#RILEONIFIEGHENOLOKA {RHIDROXIPROGESTERGHA
e — £17,20-LIKSA
-

[rromatasa 7 |
he — {|HaDpH
DEWIDRGEFIAOROSTERSKS WDROSTENDICRS T
R " E3130HR

HADH|fs0-

v

=

KEESESEHID A,
Eri-oEg 1EST0S 122 0R o HIAEADIOL 13

Figura 4 Ruta de biosintesis de estradiol y testosterona a partir de acetato, asi
como la compartamentalizacién de los eventos. (Tomado de Gore-Langton y -

Armstrong, 1988)



17

Algunas evidencias sugieren que los espermatocitos en paquiteno y
esperméatidas en estado 7 y 19 muestran una clara degeneracién ante la
disminucion de LH (Ackrand y col, 1892).

La estrecha coneccidn fisica entre células de Sertoli y germinales, facilita el
intercambio de nutrientes y sefiales de regulacion entre éstas. Dos productos de
las células de Sertoli, la proteina unidora de andrdgenos (ABP) y la transferritina,

pueden ser encontrados en las células'germinales (Skinner, 1989).

11.6. PROPIEDADES DEL GOSIPOL

El gosipol es un compuesto aislado de la semilla de la planta de algoddn del
género Gossypium. La estructura quimica de este compuesto esta constituida
por 2 grupos aldehidos en la posicién 8,8; 6 grupos hidroxilo en las posiciones
1,2,6,6;7,7 Y 4 grupos alcali: 2 grupos metil en las posiciones 3,3 y 2 isopropil en
las posiciones §,5. Este compuesto es amarillo y soluble en solventes organicos

(Adams y col, 1960).

E! gosipol ha despertado el interés de los investigadores por su efecto

anticonceptivo en los habitantes varones de China. En investigaciones clinicas se
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ha confirmado que después de 75 dias de recibir por via oral una dosis diaria de
20mg, el 48% de los 124 hombres estudiados, mostraron azoospermia y la
concentracién promedio de espermatozoides en e! semen del resto de los
hombres fué de 4 millones/ml, (National Coordinating Group, 1978; Liu y col,
1985). Al cabo de un afio de descontinuar el uso del gosipol, la densidad de
espermatozoides en el semen fué mayor de 10 millones/ml. Se ha reportado,
también, que el gosipol administrado oraimente inhibe la espermatogénesis, tanto
en el hombre, como en animales de laboratorio (Udoh, 1992), con la aparente
ventaja de que no afecta la libido ni los niveles plasméticos de testosterona y
gonadotropinas (Liu y col, 1985; Gu y col, 1990) sumando a esto que sus efectos
son aparentemente reversibles (Prasad y Diezfalasy, 1982; Rikihisa y Lim, 1988).

Estas propiedades hacen del gosipol un compuesto atractivo para ser utilizado
formalmente como método anticonceptive para el hombre,

Los grupos de Nadakavukaren y col, 1979; Stephens y col, 1983; Srivastava y
col, 1989; Singh y Rath, 1990; y Ranga y col, 1990 han observado que el gosipol
inhibe completamente la movilidad de los espermatozoides, ya due afecta la
actividad de diversas enzimas mitocondriales como son la malato
deshidrogenasa, fumarasa, piruvato deshidrogenasa y la ATPasa dependiente de
Mg++, Na+, K+. El gosipol administrado oralmente produce también dafios en el
epitelio seminifero, como fa disminucion del didmetro de los tubos seminiferos
(Ranga, 1990; Vyas y col, 1990; Udoh, 1992), exfollacion de las células
germinales, (espermatidas, espermatocitos); produce ademas tanto la
vacuolizacién del epitelio seminifero, especificamente de las células de Sertoll,
como el desprendimiento del acrosoma de las espermatidas (Chang y col, 1980;
Hoffer, 1983; Srivastava y col, 1989; Singh y Rath, 1980; Ranga y col, 1990). Una
exposicion prolongada al gosipol produce dafios en el tejido germinal como son

la formacidn de células multinucleares, la citdlisis y la picnosis (Chang y col, 1980;
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Hoffer, 1983; Ranga y col, 1990). Todos estos estudios se hicleron en animales

en cuyos testiculos los tubos seminiferos se encontraban en todas las etapas del
CES.

I.7. MQDELO DE LA RATA DEFICIENTE EN VITAMINA A

Con el cbjeto de facilitar el determinar los efectos de! gosipol sobre el testiculo,
y conoclendo que éste presenta una asincronia marcada del CES, se tratd de
sincronizar el CES, utilizando un modelo propuesto por Morales y Griswold en
1987.

Este se basa en que la carencia de vitamina A en ratas jovenes durante 9
semanas provoca esterilidad completa debido a la inhibicion del proceso
espermatogénico, provocada por el desprendimento hacia la luz de los tubos
seminiferos, de las células que constituyen el compartimento adluminal
(espermétidas y espermatocitos) quedando Unicamente las células del
compartimento basal. Al iniciar la administracién de vitamina A al cabo de este
tiempo, se reinicia la mitosis y la meiosis de las células del compartimento basal
al mismo tiempo en la mayoria de los tubos seminliferos, logrando con esto la
sincronizacion de las etapas del CES en los tubos. En estas condiciones es
posible estudiar los efectos de cualquier droga en testiculos cuyos tubos

seminiferos se encuentren sincronizados.
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JUSTIFIGACION DEL PR

Aunque varios estudios han mostrado que el gosipol produce diversas

ESENTE

alteraciones en el epitelio del tubo seminifero, no se ha realizado un estudio

sistematico e integrativo utilizando un modelo animal con sincronizacién del CES.

NLOBJIETIVO
Establecer sl el efecto del gosipol es directo sobre alguna de las etapas de la
espermatogénesis y si provoca alguna alteracién endécrina en las células de

Leydig.



21

V. MATERIAL Y METODO

Se utilizaron un total de 30 ratas macho cepa Wistar, mantenidas en un
ambiente convencional con alimento y agua a libre acceso. Los animales fueron
divididos en 2 grandes grupos, el control sano (CS), y aquellos con sincronizacién
del CES,(figura 5).

RATAS HACHO DE
20 DIAS DE
£Dab
] I
DIETA DEFICIENTE
£4 VITRHINA
A (DUR)
i 19 senabns
PERFUSION DE TRES RECUPERACION coX | DIEYA RIcA
RATAS ¢0N 7 INECCIONES 8 EN UITANINA
CONTRGL DE DUA §.C. DE RETIKOL ]
I 1
| RECUPERADD-st
INYECCION 1,1, DE —_ RECUPERADO PO 30 mo/kg/dia
§ Ci DE SH-TiNIDIRA | Yin ORAL
SACRIFICIO A 13
CONTROL SMEIEIR
SAKD D TRATAMIERTO
1 { 1
PROCESANTENTO E |———
AUTORRADIOGRAFIA THCLUSTON e B, ELCIROKICA
)
CORTE HICROSCOPIA{DE LUZ CORTES AALISIS
SIN TIRCION FINOS BIOTRANSFORNACION
' CORTES SEHIFINOS '
TERIDOS COM
AZUL DE TOLUIDINA
CUBRIE COKTRASTE
ERULSTION REGILLAS
R A84L1
EVELADD ARAL1STS AN
ANALISIS HISTOLOGICO ULIRAESTRUCTURAL

Figura 5 Representacidn diagramatica de la metodologla empleada en el presente

trabajo.
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V.1, PROTOCOLO DE SINCRONIZACION DEL CICLO DEL EPITELIO
SEMINIFERO

Se utilizaron 27 ratas, a las cuales se les proporcioné una dieta deficiente en
vitamina A (DVA), a partir de los 20 dfas de edad durante 9 semanas. Los
animales fueron pesados dos veces por semana Y su curva de crecimiento se
ajustd a una regresiédn lineal, con el fin de verificar el efecto de la dieta. Al término
dei lapso establecido se sacrificaron 3 animales como control de dieta DVA, para
comprobar que la deficiencia de vitamina A efectivamente Inhibe la
espermatogénesis. '

Para reiniciar la espermatogenesis en forma sincronizada, el resto de los
animales fué tratado con 2 inyecciones subcutaneas de 5mg de retinol disuelto en
etanol y aceite de sesamo, en proporcién de uno a tres respectivamente, durante 2
dfas consecutivos, y una dieta rica en vitamina A (0.5mg diarios).

IV.2. INYECCION DE TIMIDINA TRITIADA Y TRATAMIENTO CON GOSIPOL

En el segundo dia de recuperacion a cada uno de los animales se les inyecto,
por via intratesticular, 5uCi de timidina tritiada con actividad especifica de 28
Ci/mmo! (Amersham) disuelta en 95ul de solucién salina, a fin de que las
espermatogonias y espermatocitos primarios sobrevivientes de la dieta DVA la
incorporen. Al mismo tiempo el total de animales fué dividido en dos grupos
denominados: DVA-recuperados (DR) y DVA-recuperados-gosipol (DRG). Al
Gltimo grupo se le suministré por via de alimentacion forzada, utilizando una
cénula, gosipol en una dosis de 30mg/kg/dia en vehiculo de aceite de cacahuate
{(0.5ml) y al grupo DR, Unicamente se le did el vehiculo. Los animales CS, DR,
DRG que cumplieron con un lapso de 13, 26, 39 y 52 dias a partir del inicio del
tratamiento fueron anestesiados con vapores de eter y se disecaron los testiculos

y el epididimo. Se obtuvo por puncion en la cauda del epididimo, una muestra de
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semen. Este se coloco en solucién de Hank's a un pH 7.3 y 37°C, Utilizando un
microscopio invertido, se evalué la movilidad espermatica, de acuerdo a lo
propuesto por Hoffer (1983), asl como la morfologia general de los
espermatozoides.

El testiculo izquierdo se empled para el analisis de la biotransformacién de
esteraides en una fraccién enriquecida de células de Leydig y el derecho se
perfundid por la arteria espermética (Baker y col, 1980) con el fijador de
Karnovsky modificado (Karnovsky, 1965). Posteriormente se lavaron con la
solucién amortiguadora de cacodilatos 0.1M con pH 7.4 y se postfijaron en una
solucién al 1% (v/v) de tetrdxido de osmio durante una hora (Zetterquist, 1956). Al
término de este lapso las muestras se lavaron con agua destilada, se
deshidrataron en alcoholes'graduales: 70%, 80%, 90% y 95%, diez minutos en
cada uno, alcohol absoluto, dos cambios de 10 minutos, posteriormente se
pasaron a oxido de propileno durante 20 minutos. Se impregnaron en una mezcla
de Epon 812-oxido de propileno en proporcion de uno a uno, durante una hora,
Epon-oxido de propileno dos a uno y finalmente en Epon 812 durante dos horas.
Tanto la deshidratacién como la impregnacién se realizaron a temperatura
ambiente. Se incluyeron en Epon 812 y se dejaron doce horas a 60 grados
centigrados para polimerizar la resina.

IV.3. ANALISIS DE MICROSCOPIA DE LUZ
Se realizaron cortes de 1um de grosor en un ultramicrotomo Il 8800>(LKB), los
cuales se tifieron por flotacion con azul de toluidina al 0.5% y se montaron en
portaobjetos para su estudio. Los parametros a analizar fueron:
- EVALUACION DEL PROTOCOLO DE SINCRONIZACION. Se determind la
proporcion de cada etapa por tubo con respecto al nimero total de tubos

analizados por animal.
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- EVALUACION DEL AREA DE LOS TUBOS SEMINIFEROS. Se lievé a cabo
por medio de un equipo de digitalizacién de imagenes. Los resultados fueron
analizados por medio del paquete estadistico SPSS, utilizando el andlisis de
varianza de una via y prueba de Tukey, considerando Ias diferencias significativas
a una p menor a 0.05.

-DESCRIPCION MORFOLOGICA. Se describieron las alteraciones morfoldgicas

producidas por el gosipol, considerando las etapas del CES.

V.4, AUTORRADIOGRAFIA
Las muestras pertenecientes a los animales con tratamiento de tiempo de 13y

de 26 dias, se cortaron en secciones de ium de grosor, y se montaron en
portaobjetos. Se cubrieron con emulsidn fotogréfica (ILFORD Scientific Product de
Polisclences INC), y se almacenaron en completa obscuridad a 4 grados
centigrados por 15 dfas. Posteriormente se revelaron y se determind la presencia
de granulos de plata sobre los diferentes elementos celulares.

Es importante sefialar que el analisis de las autorradiografias, se reéllzé tomando
en cuenta las siguientes consideraciones:
1) Después de 9 semanas de dieta deficiente en vitamina A, los tnicos elementos
celulares que se conservan son las espermatogonias, células de Sertoli y los
espermatocitos en preleptoteno. Al proporcionar retinol se reinicia la meiosis con
estos espermatocitos.
2) El CES en larata tiene una duracion de 13 dfas.
3) Dfa en que se aplicé la timidina tritiada posterior a la inyeccion de retinol. Por
ejemplo, si se aplica la timidina tritiada una semana después de la recuperacion
con retinol, las posibles espermatogonias o espermatocitos que incorporen la

timidina tritiada se encontraran en etapas mas avanzadas y por lo tanto después
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del lapso establecido las marcas se localizaran en elementos celulares mas
avanzados.

Con el proposito de determinar si en los animales tratados con gosipol se altera
la duracidn del CES y por consiguiente la espermatogénesis, se determiné el
porcentaje de las etapas del CES y elementos celulares con marca radioactiva.
Es decir, si por ejemplo, en un corte se observaron 15 tubos marcados, se
determind el porcentaje de aquellos en etapas |, Il, Ill, IV etc., considerando los
elementos celulares.

Se utilizd el andlisis de varianza a una p menor a 0.05 del paquete estadistico
SPSS, y se realizaron comparaciones entre los grupos DR y DRG a los 13y 26

dias.

[V.5. ANALISIS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA
En aquellos bloques donde en cortes semifinos se observd algin tipo de
alteracién, se hicieron cortes finos, los cuales fueron montados en rejillas de
cobre y contrastados con acetato de uranilo y nitrato de plomo. Fueron analizados
en un microscopio electrénico EM-9 (Carl Zeiss) obteniéndose placas fotogréficas.

Se describieron las alteraciones ultraestructurales del epitelio seminifero.

IV.6. OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN CELULAS DE
LEYDIG
Se considerdé para este estudio a dos animales por cada condicion
experimental y lapsos de tiempo establecidos.
El testiculo izquierdo fue descapsulado y lavado con amortiguador de Krebs—
Ringer adicionado con glucosa al 0.2%, para eliminar la mayor cantidad posible de

sangre retenida en los vasos.
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La fraccidn enriquecida en células de Leydig se obtuvo de acuerdo a lo
propuesto por BermuUdez y col (1973,1988). El testiculo fué tratado con
colagenasa tipo IV a una concentracién final de 1mg/mi en KRBG durante 18
minutos a 37 grados centigrados; la actividad enziméatica fué suspendida por
dilucidén con NaCl 0.9%. La suspension celular se filtré a través de una malla de
poro 50-1002 um. El filtrado (fraccidn intersticlal) fué empleado para la obtencion
de la fraccién enriquecida en células de Leydig. Este se centrifugd y la pastilla
obtenida se suspendid en KRBG la cual nuevamente se centrifugd através de una
solucién de KRBG-ficoll 400-BSA (13%-0.2% pH 6.5).  La pastilla celular se
suspendid en un medio esencial de Eagle modificado por Dulbecco CDME a una
densidad celular final de 3 X 105 CL/ml.

La viabilidad celular fué determinada por e! ensayo de exclusion de azul de
tripano (Kruse y Patterson, 1973) y la pureza de cada fraccién fué estimada por
criterios morfoldgicos, previa tincion con colorantes de contraste.

IV.7 ANALISIS DE BIOTRANSFORMACION A PARTIR DE PREGNENOLONA

En una fraccidn enriquecida de células de Leydig (300 a 500 milloﬁes) en buffer
de KRBG a pH de 7.4 se incubaron en pregnenolona marcada radioctivamente
(110,000cpm) durante 0 15, 30, 45 y 60 minutos. Para detener la reaccién se
congeld inmediatamente. El proceso de separacion de detritus celulares se llevo a
cabo adicionando 10ml de tolueno a la fraccién enriquacida de células de Leydigy
centrifugando.  Se obtubo una fase acuosa y otra de detritus celulares. Se
congeld la fraccion acuosa , separando asi la fase organica, la cual posee
esteroides y lipidos. Ya separada esta dltima fraccion, se evapora el solvente a
sequedad.

Purificada la fase organica, se transfirid a cromatoplacas de silicagel. Se
aplicd un microgramo de cada uno de los esteroides por determinar, que sirvieron

como punto de referencia, asi como las muestras problema.
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Las cromatoplacas se corrieron en benceno 100%, y una vez secas, se
transfirieron a un sistema de benceno:acetato de etilo 1/8:2; finalmenete el frente
del solvente se llevé hasta el borde superior de la cromatoplaca en un sistema
saturado de benceno:metanol 1/95:5.

Los esteroides de referencia se revelaron con reactivos de Oértel (acido
sulfirico:etanol 1/2:1). Se marcaron las zonas correspondientes a cada esteroide
y de cada area se desprendid la silicagel, colectandose en pipetas pasteur
empacadas con fibra de vidrio. Los esteroides fueron colectados en viales de
centelleo y se determind el porcentaje de biotransformacion considerando a
110,000 cpm como 100% y determinando las cpm en los distintos tiempos
midiendo diversos productos de biotransformacion de la via delta 4 (progesterona,

17 OH progesterona, androstendiona y testosterona).
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V. RESULTADPOS

Las curvas de crecimiento (grafica 1) mostraron que a partir de 1.5 semanas de
dieta DVA, el peso corporal se ve disminuldo, comparandolo con el CS, y al
momento de la recuperacion el peso corporal aumenta. La regresion lineal fue
expresada de la siguiente manera: p=mt + b (donde p =peso (gr) y t= tiempo
(dfas). La ecuacién que representd al grupo de controles sanos fué p = 4.37t -
50.76) con una pendiente mas marcada que la presentada en los animales
deficientes en vitamina A durante las nueve semanas p =0.47t + 38.40. Esto
confirma que la vitamina A es necesaria para el crecimiento y buena salud del
organismo. Durante la recuperacion con retinol y recuperacion-gosipol, los
animales presentaron pendientes distintas, esto es: animales recuperados p
=6.57t - 524.22) y en animales recuperados-gosipo! p = 3.80t - 270.60), haciendo
notar que aquellos animales tratados con el gosipol presentaron una pendiente

disminuida.
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Gréafica 1.~ Representacion del peso corporal de ratas controles sanas,

deficientes en vitamina A (DVA), recuperadas y recuperadas—gosipol.
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V.1. PROTOCOLO DE SINCRONIZACION

La sincronizacion no fué la ideal, ya que en todos los tubos anallzados no se
logré observar Unicamente a 3 etapas del CES, por el contrario, se obtuvo un
sesgo de la etapa VI a |, con mayor proporcidn en las etapas Vil a IX.

A aplicar la inyeccion de retinol a los animales DVA, los espermatocitos en
preleptoteno reinician la meiosis, es decir, comienzan en la etapa Vi a Viil, por lo
cual después, del lapso de 13 dias solo se logré observar a los elementos
celulares del compartimento basal y espermatocitos en paquiteno, esto nos
impldio clasificar estos tubos en alguna de las etapas del CES al basarnos en el
estado de desarrollo de ia espermatida,

A los 26 dias de recuperacion se logro clasificar a los tubos dentro de las
etapas VI a |, y con mayor proparcion en las etapas VI y VIII. La dieta no afecta los
espermatacitos en preleptoteno por lo que la espermatogénesis se reinicia en el
estado VIi u VIIl.  Sin embargo, tai vez algunos tubos no respondieron al mismo
tiempo al suministro de retinol, y se produjo algunos tubos en distintos estados del
CES.

Para los 39 dfas de recuperacion, los tubos se lograron clasificar en etapas Vi a
I, con mayor proporcion en etapas VIl a IX tanto para el grupo de DR como para el
DRG. A los 52 dias de recuperacion, los tubos se clasificaron dentro de las
etapas V! a [, con mayor proporcion en las etapas VI, VIIl y XII pertenecientes al

grupo DRy VI, VIl y Xl para el grupo DRG.

V.2. MICROSCOPIA DE LUZ
Los cortes transversales de los tubos seminiferos de ratas pertenecientes a los

grupos CS, DR y DRG mostraron los siguientes resultados.
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DIETA DEFICIENTE EN VITAMINA A (DVA)

El epitelio de los tubos seminiferos mostré Unicamente a los elementos
celulares que constituyen el compartimento basal (células de Sertoli,
espermatogonias y algunos espermatocitos en preleptoteno.

Las células de Sertoli presentaron gran nimero de prolongaciones
citoplasmicas, las cuales llegan a bloquear la luz de los tubos, formando
estructuras huecas. En la cauda del epididimo no se presentaron

espermatozoides.

Figura 6. Tubos seminiferos de animales tratados durante 9 semanas con dieta
deficiente en vitamina A. Célula de Sertoli (S), espermatogonia (G), espermatocito

(E), prolongaciones sertolianas (P) Tec. Azul de Toluidina 25.6 X.
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RECUPERACION CON RETINOL
13 DIAS DE RECUPERACION Y RECUPERACION GOSIPOL
Se observd a los pocos elementos celulares organizados y con gran niimero de
espermatocitos primarios en paquiteno los cuales mostraron una morfologia
normal. Sin embargo las prolongaciones sertolianas persisten ocupando parte de
la luz del tubo y formando huecos. (fig. 7). No se observo diferencia morfoldgica

clara entre los animales DR y DRG.

Figura 7. Tubo seminifero de un animal de 13 dias de recuperacién de la dieta
DVA. Se observa desorganizacion de los elementos celulares, Célula de Sertoli
(S), epermatogonia (G), espermatocito en paquiteno (E). Tec. Azul de Toluidina
25.6 X.
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26 DIAS DE RECUPERACION Y RECUPERACION-GOSIPOL
E! espacio que ocupaban las prolongaciones sertolianas se suplen por
espermatocitos primarios, secundarios y espermatidas en distintos grados de
desarrollo, los cuales se observan normales, tanto en el grupo DR como el DRG,
(aunque ocasionalmente se presentaron tubos dafiados en este Gltimo grupo) sin
diferir de los elementos celulares del CS (fig 8). Tanto en el grupo DR como el
DRG se presentd poca cantidad de espermatozoides en la cauda del epididimo, al

compararse con el CS.

Figura 8. Tubo seminifero en etapa VIl del CES de un animal de 26 dias
perteneciente al grupo DRG. Se muestra a las células de Sertoli (S),
espermatogonias (G), espermatocitos (E) y espermatidas en estado 8 (T) Tec.

Azul de Toluidina 32 X.
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39 DIAS DE RECUPERACION Y RECUPERACION-GOSIPOL
Para este lapso de tiempo los tubos se observan completamente normales. No
se logré abservar diferencia morfologica entre los animales DR y DRG con
respecto al CS, (aunque ocacionalmente se presentaron tubos alterados

Unicamente en el grupo DRG) (fig 9), sin embargo la movilidad espermatica se vid

disminuida al compararse el grupo DRG con el DRy CS.

Figura 9. Tubos seminiferos en etapa Xl del CES de un anima! DR de 39 dias. Se
muestran células de Sertoli, espermatocitos (e), y espermatidas en estado 11 (1)

Tec. Azul de Toluidina 20 X.
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52 DIAS DE RECUPERACION Y RECUPERACION-GOSIPOL
Solo a partir de esta edad se lograron observar efectos morfoldgicos
producidos por el gosipol, el grupo DR no mostré diferencia morfoldgica con el
grupo CS.
Los animales tratados con gosipol presentaron inmovilidad espermética,
espermatozoides con flagelos deformes, o decapitados.

Se presentaron alteraciones morfolégicas en los estados del CES Wi a XlV,
pero la arquitectura general se vid mas afectada en los estados VIl a Xl, como son
desorganizacién del epitelio germinal, vacuolizacién, desprendimientos celulares
de espermatocitos en leptoteno, zigoteno, paquiteno, y espermatocitos .
secundarios, ast como espermatidas en estados 6 a 19 con diversos grados de
dafio, que van desde nlcleos picndticos hasta células con licuefaccién, asi como
sincicios conteniendo nlclecs de espermatidas en estados 6 a 7. Aunque se
llegaron a presentar algunos tubos poco danados, siempre se observaron
desprendimientos celulares, y en algunos casos solo de espermétiaas. (figs 10-
15). Cabe mencionar que este tipo de alteraciones fueron presentadas en el 98%
de los tubos seminiferos, de animales DRG debido a la sincronizacién de la

espermatogénesis.
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:~Figura 10. Tubo seminfero en etapa Vil de un animal de 52 dias de recuperacién
y gosipol. Se muestran alteraciones como sincicio celular (flecha), célula gigante

-{G), vacuolas (V), células picndticas (punta de flecha) y espacios (e} Tec. Azul de

- Toluldina 25.6 X.

“Figura 11. Tubo seminifero en etapa VIl perteneciente a un animal de 52 dias'de

recuperacion. Se muestra la morfologfa habituai caracter(stica de esta etapa.
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Figura 12. Tubo seminifero en etapa IX de un animal de 52 dfas del grupo DRG,
se muestra el desprendimiento celular (asterisco), sincicio celular (flecha) y

espermatidas en estado 9 (t) Tec. Azul de Toluidina 20 X.

Figura 13. Tubo seminifero en etapa IX del ciclo del epitelic seminifero
perteneciente a un animal DR, donde se observa una morfologia normal. (E)

espermatidas en estado 9. Tec. de azul de toluidina 25.6X.
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Figura 14 Tubos seminiferos en etapa X! de un animal de 52 dfas de tratamiento
perteneciente al grupo DRG. Se muestran desprendimientos celulares (d), células

picnéticas (p) y espermatidas en estado 11 (E). Tec Azul de Toluidina 20X.

Figura 15. Tubo seminifero en etapa Xl del ciclo del epitelio seminifero de un
animal DR de 52 dfas, donde se observa una morfologfa normal. (E) espermétidas

en estado 11, Tec. azul de toluidina 25.6X,
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AREA DE TUBOS SEMINIFEROS

El area de los tubos seminiferos se vié alterado por la dieta DVA, (1.90mm) a
diferencia del control sano (5.894mm) con una p< 0.05. A los 13 dfas de
recuperacién con retinol, el area aumenta pero no difiere del grupo DVA (p> 0.05).
Durante 26 y 39 dfas de recuperacidn, el perimetro de los tubos se observa
incrementado, tanto en el recuperado (2.59mm en animales de 26 dias y 3.93mm
en animales de 39 dfas) como recuperado gosipol (2.15mm en animales de 26

dias y 4.94mm en animales de 39 dfas) sin alcanzar el tamafio del CS p< 0.05.
En los animales de 52 dias de recuperacién, el &rea (6.34mm) no difiere del CS
(5.94mm), sin embargo en los animales DAG, esta &rea decaé a 2.68mm), siendo

diferente de los grupos antes sefalados. p< 0.05. (grafica 2).

AREA DE TUBOS SEMINIFEROS DE RATAS
DVA-RECUPERADAS, DVA-RECUPERADAS-GOSIPOL

AREA DE TUBOS (mm)

08

06"

0.4

02 Mz

0
DVA 13dlas 26dlas 39dias 62dias CON.SANO

CONDICION EXPERIMENTAL
Wl RECUPERADOS RECUPERADQS-GOSIPOL

n=3
CON.SANQO= CONTROL SANO
CVA=DIETA DEFICIEMTE EN VITAMINA A
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V.3. AUTORRADIOGRAFIA

Los resultados de autorradiograffa mostraron que en animales DR y DRG con
un lapso de tiempo de 13 dfas los granulos de plata se presentaron en el mismo
elemento celular, es decir espermatocitos en paquiteno (fig 16). En aquellos
animales con lapso de tiempo de 26 dias, el grupo DR presentd los granulos de
plata en el 61,12% sobre esperméﬂdas en estado 11, etapa del CES XI, a
diferencia del grupo DRG, donde las marcas, en el mismo elemento celular y
etapa del CES, se presentd en el 33.77% de los tubos analizados (p<0.05) (fig.
17). Sin embargo también se presentaron marcas en espermétidas 7 etapa del
CES Vil en el 19.16% en el grupo DR y 37.79% en el grupo DRG, sin diferencia
significativa entre estos (p>0.05). Cabe hacer notar que el 10% de estas marcas
en espermatidas 7 del grupo DRG, se observd sobre sincicios celulares
desprendidos y células descamadas (fig. 18).

Las marcas sobre espermatidas en estado 4, etapa del CES IV, se presentaron
en el 19.64% en el grupo DR y 28.42% en el grupo DRG, sin diferencia

significativa entre ambos.
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Figura 16 Tubos seminfferos de rata perteneciente al grupo DRG con lapso de
tiempo de 13 dfas. Se puede observar a los granulos de plata sobre
espermatocitos en paquiteno (flecha). A) Campo obscuro, B) Campo claro. Tec

Gimsa 20 X.



Figura 17. Tubo seminifero en etapa X! de un animal del grupo DR con lapso de
tiempo de 26 dias. A) Campo obscuro. B) Campo claro. Granulos de plata sobre

espermatidas en estado 11 (flecha). Tec Gimsa 25 X.
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Fig 18. Tubo seminifero en etapa VIl del CES de un animal tratado con gosipol
durante un lapso de tiempo de 26 dias. A) Campo obscuro. B) Campo claro.
Granulos de plata sobre un sincicio de espermatidas en estado 7 (flecha). Tec

Gimsa 25 X.



46

V.4, MICROSCOPIA ELECTRONICA

En los animales tratados con una dieta deficiente en vitamina A durante 9
semanas, se pudo chservar una gran cantidad de lisosomas en el citoplasma de la
célula de Sertoli, lo cual nos muestra una gran actividad enzimatica, debido a la
muerte de espermatocitos y espermatidas. La lamina basal se presenté plegada,
Incluso se presentaron invaginaciones hacia el interior del epitelio seminifero, lo
cual trae consigo el desplazamiento de algunos elementos celulares.

Todas las estructuras denominadas en microscopla de luz como
prolongaciones de las células de Sertoli, son proyecciones citopladsmicas de este
elemento celular (Figura 19).

Las alteraciones mas severas producidas por el gosipol fueron observadas en
animales de 52 dias del tratamiento, razén por la cual se describira este lapso de
tiempo. A

Los grupos CS y DR, con lapso de 52 dfas, mostraron una ultraestructura '
normal. Solo en el grupo DRG algunos cortes transversales del flagelo de las
espermatidas en fase 18 y 19 mostraron mitocondrias alteradas, pero sin embargo
el andlisis de microscopla de luz mostré inmovilidad de espermatozoides.

El grupo DRG se llegd a observar con gran nimero de espacios intercelulares,
los cuales, en algunas regiones, parecen ser distenciones de las uniones
estrechas entre células de Sertoli (Figura 20).

Los espermatocitos primarios se observaron con distintos grados de
degeneracién, con picndsis en el nicleo e incluso cltoplasma y la {dmina basal

plegada (Figura 21).
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Gran nimero de espermatidas en fase 7 de la espermlogénesis se presentaron
exfoliadas hacia la luz del tubo, picnéticas e incluso formando sincicios de 2 a 4
células con las mitocondrias dispuestas en la periferia. (fig 22).

En aquellos tubos que mostraron dafios severos, las células de Leydig
adyacentes se vieron completamente alteradas, es decir con las cisternas del
reticulo endopiésmico liso muy abiertas, asi como gran nimero de lisosomas (Fig
23). '
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Figura 19. Micrografia electrénica del epitelio seminifero de un animal
deficiente en vitamina A, el cual muestra el citoplasma de la célula de Sertoli
con lisosomas (L) y plegado (S) e incluso desplazando a una célula mioide

invaginada hacia el interior del tubo seminifero (m) 1950 X.
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Figura 20. Mlcrogréﬁa electrénica del epitelio seminifero de un animal de 52
dias, perteneciente al grupo DRG, el cual muestra una gran vacuola en una
célula de Sertoli (V), se evidencia parte de la barrera hematotesticular (H),
nicleo de la célula de Sertoll (S), espermatocito en preleptoteno (E) con su

complejo sinaptonémico (flecha) 1950X.
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Figura 21. Micrografia electrénica del epitelio seminifero de un animal de 52
dias perteneciente al grupo DRG, donde se puede observar un espermatocito
picnético formando un gran fagosoma en el citoplasama de una célula de
Sertoli (E), grandes espacios vacios (V), nticleo de la célula de Sertoli (S) y la

lamina basal plegada (flecha) 1950X.
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Figura 22. Micrografia electrénica de un animal de 52 dias perteneciente al
grupo DRG, donde se puede apreclar un sincicio celular desprendido,
constituido por tres nucleos de espermatidas en fase 7 de Ia
espermiogénesis, y parte del nlicleo de otra célula, que debido al corte, no se
pudo clasificar en alguna fase. Se observan lisosomas (L), ntcleos
ligeramente picnoéticos y parte de las membranas plasméticas en el
citoplasma (m). Las mitocondrias comienzan a organizarse hacia la periferia
(M), 1950X.
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Figura 23. Micrografia electrénica de una célula de Leydig de un animal
tratado con gosipol durante 52 dias. Se observan las cisternas del reticulo
endoplésmico liso abiertas (REL), a diferencia de lo observado en el grupo
DR, 7500X.
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V.5. ANALISIS DE BIOTRANSFORMACION

El andlisis de biotransformacion mostré la capacidad que tienen las células de
Leydig para transformar la pregnenolona marcada a los distintos productos de la
via delta 4, como son la progesterona, 170H progesterona, androstendiona y
testosterona.

La biotransformacién de la pregnenolona en los distintos grupos y lapsos de
tiempo estudiados se describen a continuacion.

Alos 13 y 26 dias tanto el grupo DR, como DRG presentan un comportamiento
de biotransformacion de la pregnenolona con velocidad disminuida, comparados
con el grupo control sano. Sin embargo a los 39 y 52 dfas, la velocidad de
biotransformacion de este precursor es similar en los grupos DR y control sano, a
diferencia del grupo DRG, el cual no alcanza la velocidad de los grupos antes
descritos (Gréaficas 3-6).

Se observé que el porcentaje de los productos de la biotransformacién de la
pregnencliona de la via delta 4 (progesterona, 170H progesterona, androstendiona
y testosterona) en el grupo DRG se presentd menor, comparado con los grupos
DR y control sano.  Por consiguiente, el porcentaje de testosterona, como
producto final de la biotransformacion se observd con un incremento gradual a
medida que se did la recuperacién en los grupos DR y DRG, sin embargo este
Gltimo no alcanzo los niveles del control sano (Graficas 7-10).

Los resultados mostraron que en el grupo DR la capacidad de blotranformacion
aumenta a medida que se da la recuperacion. A 39y 52 dfas de recuperacion se

alcanzan los niveles del grupo CS, a diferencia del grupo DRG.
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l. DISCUSION

Aunque el modelo de sincronizacién del CES no fué tal y como lo reporta
Morales y Griswold 1987, nos permitid estudiar el efecto del gosipol sobre tubos
seminfferos sincronizados, en términos de la espermatogénesis. Es por esta razén
que los efectos del gosipol se presentaron mas homogéneos, a diferencia de lo
reportado por otros autores, quienes describen una heterogenidad de alteraciones
que van desde tubos normales, hasta 4completamente dafiados, incluso utilizando
un tratamiento semejante al empleado en el presente trabajo (Hoffer, 1983; Kainz
y col, 1988; Srivastava y col, 1989).

La dieta DVA confinmd que en un organismo con deficiencia de vitamina A, la
meiosis no procede mas alla de los espermatocitos en preleptoteno. Por esta
razén los elementos celulares del compartimento basal se desprendieron y ante
este hecho los tubos se colapsaron, disminuyendo el diametro de éstos (Ranga y
col, 1990; Vyas y col, 1990; Udoh y col, 1992; Dym y Fawcett, 1970). Conforme
se da la recuperacién con retinol, al paralelo con el gosipol, los animales DRy
DRG prosiguen la melosis, y las células originadas ocupan los espacios, »
provocando que el didmetro de los tubos aumente paulatinamente.

Los resultados de la autorradiograffa mostraron un menor nimero de tubos
marcados en etapa del CES Xl, espermatidas en estado 11 en el grupo tratado
con gosipol. Esto puede deberse a que las células de algunos tubos, no llegan a
alcanzar esta etapa de maduracion y la espermiogénesis es bloqueada en
espermatida 7 etapa del CES VIi.  Aunque no se observd una diferencia
significativa entre los porcentajes de la etapa Vil como en la IV, existe una
tendencia a incrementarse las marcas en la etapa del CES VII, espermatida en
estado 7, en animales tratados con gosipol, pues como se menciond, las marcas

se presentaron sobre sincicios celulares o células desprendidas.
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Pudiera ser que el gosipol no retrase el CES y por consiguiente la
espermatogénesis; sino que este proceso es bloqueado, en algunos tubos, en
espermatida 7, etapa del CES VIi.

El hecho de presentarse inmovilidad de espermatozoides, como previamente
. s8 ha reportado (Chang y col, 1980; Ranga y col, 1990) coincide con lo descrito
por Lu (1990), quién indica separacién de la pieza media, tal y como se observo
en microscopfa de luz, y preséntando espermatozoides con cabezas
desprendidas. Sin embargo, en las imégenes ultraestructurales de las
espermatidas en fase 18 o 19, solo ocasionalmente se presentaron mitocondrias
alteradas en la pieza media. La inmovilidad se ha atribuido a la actividad
disminuida de enzimas mitocondriales, como la malato deshidrogenasa, fumarasa,
piruvato deshidrogenasa entre otras (Stephens y col, 1983; Srivastava y col,
1989). Sin embargo, de acuerdo con el presente estudio dicha alteracion
bioquimica parece que no se refleja morfolégicamente, en los espermatozoides.
La disminucidn del nimero de espermatozoides en el grupo DRG se debe a la

muerte masiva de espermatidas y espermatocitos.

La exfoliacion de células germinales en los animales tratados con gosipol
durante 52 dias, traé consigo la disminucién del area de los tubos y pueden ser la
causa de la formacién de espacios vacios, asf como el plegamiento de la lamina
basal, como previamente lo han descrito otros autores (Chang y col, 1980; Hoffer,
1983; Srivastava y col, 1989; Singh y Rath, 1990;). Poslblemente el gosipol este
afectando los mecanismos de unién de células de Sertoli hacia células germinales,
o la muerte celular, por si misma, provoca el desprendimiento.

Las uniones estrechas entre células de Sertoli contituyen la barrera
hematotesticular, las cuales crean un medio ambiente protegido para el desarrollo

de células germinales en el compartimento adluminal (Dym y Fawcett, 1970). Se
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observé que muchas de las vacuoclas intercelulares son distenciones de estas
uniones celulares, lo cual puede provocar la entrada de substancias nocivas hacia
este compartimento.

Pelletier y Friend, (1980) trabajando con cuyos tratados con gosipol y
utilizando un antibiotico como marcador para determinar la integridad de la barrera
hematotesticular, observé que el gosipol distiende las uniones estrechas entre las
células de Sertoli,

La espermatogénesis en el tubo seminifero, es un proceso sincronizado entre
las células de la misma etapa, en su Inicio, y hasta espermatidas, estas células
presentan complejos de union (Dym y Fawcett, 1970). En los anintales DRG (a
diferencia de los DR) se observaron espermatidas en estado 7 unidas, formando
sincicios celulares. Esto puede indicar que el gosipol retrasa o afecta el
mecanismo de separacién celular, lo cual lleva a la formacion de estas
estructuras, lo que algunos autores reportan como células gigantes (Chang y col,
1980; Hoffer, 1983; Ranga, 1990).

Con respecto a las células de Leydig, a diferencia de lo reportado por otros
autores (Hoffer, 1983; Srivastava y col, 1989; Nair y Bhiwgade, 1990), y similar a
lo encontrado por Udoh y col (1992), observamos a las células de Leydig con
distintos grados de alteraciéon, que van desde disminucién del retfculo
endoplasmico liso hasta degeneracdn total.

Stupf y col (1988) al suministrar gosipol marcado con carbono-14 por via
intraperitoneal y/o intratesticular a ratas, determind por autorradiografia la
acumulacidn radioactiva, en gran parte, en las células intersticiales de! testiculo,
con poca marca en las células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos.

Algunos estudios realizados en diversas especies indican resultados
controvertidos en la determinacién de los niveles sericos de testosterona. Kallay

col (1990) trabajando con hamster, encontraron niveles normales. Sin embargo,
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Peyster y Srebnik (1988) y Baba (1988) indican una disminucidn en los niveles de
este esteroide; Gui y col (1989) determinaron que después de haber ingerido
gisipol, en aquellos hombres que no han recobrado la espermatogénesis hay
niveles bajos de testosterona.

En el hombre largos periodos administrando gosipol, se han asociado con
dafios irreversibles. La azoospermia permanente provoca una alteracion de la
funcidn enddcrina testicular, evidenciado por la disminucién en la concentracién de
la testosterona sérica (Gui y col, 1989).

En el presente estudio el analisis de biotransformacion nos muestra la
capacidad que tiene la celula para transformar la pregnenolona en los distintos
productos de la via Delta 4, como es la progesterona, 170H-progesterona,
androstendiona y testosterona.

El hecho de que en las células de Leydig de los animales tratados con gosipol
mostraron una disminucion en la capacidad de biotranformacién de hormonas
esteroides de la via deita 4 y distintos grados de dafio ultraestructural, demuestra
una clara alteracion de estas células. El patrén de dafo morfolégicob en el epitelio
seminifero, como una consecuencia secundaria producida por anticuerpos contra
LH o GnRH (Dym y col 1977; Rusell y coi 1981; Huang y Nieschlang, 1986;
Awoniyi y col, 1989) es similar al encontrado por nosotros en ratas tratadas con
gosipol durante 52 dias.

Algunos autores han descrito alteraciones producidas por el gosipol en
espermatocitos en paquiteno o en espermatidas en estados 7, 16, 18 y 19 de la
espermiogénesis (Chang y col, 1980; Hoffer, 1983; Srivastava y col, 1989; Ranga
y col, 1990; Vyas y col, 1990; Kalla y col 1990; Nair y Bhiwgade, 1990). Nosotros
obsevamos distintos grados de degeneracion tanto en células pre como post
meldticas, es decir en espermatocitos en preleptoteno, leptoteno, zigoteno,

paquiteno y espermatocitos secundarios, asi como espermatidas en estados 6 a
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18 (etapas Vi a XIV). Sin embargo la arquitectura general en los tubos
seminiferos se vi6 mas alterada en las etapas VII-XI.

Parvinen y Ruokonen (1982) y Parvinen y col (1986) al realizar comparaciones
de los distintos estados del CES aislados por microdiseccidn y transiluminacion,
encontraron que la concentracion de testosterona endogena es alta en los estados
VII-XI. Es de Interés hacer notar, que en el presente estudio, estos estados
fueron los mas sencibles al tratamiento con gosipol. Sin descartar que las stapas
VI, Xl a XIV también presentaron alteraciones morfoldgicas pero de menor grado,
debido, posiblemente, como una concecuencia directa de la deprivacion
androgénica en las etapas Vil a X! o la concentracién enddgena de esta hormona
es menor en estas etapas.

La célula de Sertoli produce y secreta distintos agentes paracrinos secretados
hacia el epitelio seminifero, muchos de los cuales son indispensables para
mantener la espermatogénesis (Jégou, 1992). Estas substancias pueden estar
involucradas en la comunicacion entre Sertoll y germinales y entre una
generacion de germinales y otra, via espacios Intercelulares (Clermont y col,
1987). La secrecion de muchas de estas substancias es dependiente de la FSH,
producida por la hipdfisis; y la testosterona, producidé por la célula de Leydig bajo
estimulo de la LH hipofisiaria (Jegou y col, 1982, 1984). La deficiencia de ambas
hormonas repercute en la maduracién y diferenciacién de las células germinales
(Steinberger y Steinberger, 1975). Este hecho, probablemente altere los
mecanismos de unién de Sertoll a germinal provocando la exfoliacién y evitando el
mecanismo de separacidn celular en espermatida, originando células gigantes.

Por lo cual, el gosipol provoca un abatimiento en la produccion de la
testosterona en las células de Leydig que probablemente influya en la célula de
Sertoli para disminuir la produccion de diversos agentes pardcrinos necesarios

para mantener la espermatogénesis.
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Por lo tanto, la muerte masiva celular, la formacién de sincicios ceiulares y la
distencion de las uniones estrechas entre las células de Sertoli observadas en el
presente trabajo, pudiera ser un efecto indirecto del gosipol. Es decir, la
alteracion primaria en el testiculo parece ser a nivel de las células de Leydig. La
deficiente biotransformaciéon de la pregnenolona hasta testosterona en los
animales tratados con gosipol, mantiene un bajo nivel intratesticular de esta
importante hormona. El efecto parece ser acumulativo, ya que las alteraciones
morfoldgicas més draméticas solo se hacen evidentes hasta los 52 dias del
tratamiento.  Posiblemente en los lapsos de tiempo de 13, 26 y 39 dias, las
células de Sertoli subsisten produciendo agentes paracrinos, apesar de la baja
capacidad de biotransformacion de la pregnenolona por las células de Leydig;
pero llegarfa un momento en que sus reservas son disminufdas y requerirfa de
una cierta concentracion de testosterona enddgena, que no puede ser mantenida
por las células de Leydig.

Aungue a los 26 y 39 dias de tratamiento con gosipol se detectaron algunos
tubos con alteraciones, fue evidente sin embargo, que la gran mayoria de los
tubos tenfan un aspecto similar a los animales cuya espermatogénesis se
recuperaba normalmente en ausencia de gosipol. ; Como explicar esta aparente
paradoja?.

En nuestro modelo de tubos seminiferos sincronizados, es posible dicernir
entre un efecto indirécto antes mencionado y uno directo del gosipol.

Asi, en algunos tubos seminiferos de 26 y 39 dias de tratamiento, se hace
evidente el efecto directo. Sin embargo, en la gran mayoria de los tubos
seminfferos, las espermatidas marcadas, alcanzaron la misma etapa de
maduracion que en los animales control recuperados.  Asimismo, el diametro
promedio de los tubos y su morfologfa general fué similar a los 26 y 39 dfas en

presencia o ausencia del gosipol.



67

Al considerar que los darfios mas severos se presentaron en el lapso de tiempo
de 52 dias, es decir ia duracidn de un ciclo completo de espermatogénesis,
podriamos también sugerir que el efecto del gosipol es, probablemente debido a
un efecto directo acumulativo sobre espermatégonias, y pasando esta fase critica,
el gosipol no tiene efecto, tal y como se presentd en la mayorfa de los tubos con
lapso de tlempo de 13, 26 y 39 dfas.
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Vi. CONGLUSIONES

Se sugieren los siguientes efectos producidos por el gosipol:
1.-Indirecto acumulativo en la mayoria de los casos provocado por un dafio
ultraestructural y disminucién en la capacidad de biotransformacion de
pregnenolona a testosterona en las células de Leydig.
2.-Directo, limitado a alglinos tubos seminiferos con lapsos de tiempo de 26 y 39
dfas.
3.- Directo acumulativo sobre espermatogonias, y pasando esta fase critica el

gosipol no tiene efecto.
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