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l. Resumen

Se considera que el proceso meidtico se inicia desde la etapa del G1 del ciclo
celular, y que las células que entraran en meiosis pasan por una fase de

sintesis de ADN singular, denominada fase S meidtica o fase S pre-meiotica.

Hasta el momento, la fase S pre-meidtica se ha investigado poco en
mamiferos, de modo que su estudio es importante para poder realizar
aportaciones a su entendimiento. En este estudio se realizaron ensayos in vivo
de incorporacion de Bromodesoxiuridina (BrdU) a diferentes tiempos (30
minutos, 2, 3y 24 horas). La BrdU es un compuesto que tiene la caracteristica
de ser analogo de la base nitrogenada timina, estas caracteristicas le confieren
la capacidad de incorporarse durante la fase de sintesis al ADN, de forma tal
que es posible evidenciar dicho proceso de manera espacio temporal durante
la onda espermatogénica de la rata.

Los resultados revelan que la incorporacion de la BrdU se presenta
principalmente durante los estadios V-VI del ciclo espermatogénico (segun la
clasificacion de Leblond & Clermont, 1952). En donde la marca se observa
como cumulos en la periferia del nacleo en forma de costras o “motas”
adosadas a la envoltura nuclear que colocalizan principalmente con grumos de

cromatina compacta.

Entre los estadios VIII-XI se observé una marca que ocupa todo el volumen
nuclear en forma de “foci”. Este tipo de marca se encuentra asociada tanto a
cromatina laxa como a grumos de cromatina compacta. Finalmente entre los
estadios XII-XIII la marca es polarizada, mostrandose como “grandes motas”
gue estan asociadas a cromatina compacta y se encuentra Unicamente en el

tiempo de incorporacion de 24 h

El nimero total de células marcadas por tubo es mayor en los estadios VIII-I1X
del ciclo espermatogénico, con respecto a los otros estadios. Este periodo en el
gue se revela una mayor cantidad de células marcadas, corresponde a los
estadios en los cuales se presentan los espermatocitos en preleptoteno en fase

S meidtica. Por la cantidad de células marcadas, el tipo de marca y el estadio



en el que se encuentran los patrones anteriormente descritos, podemos
proponer que es posible distinguir los diferentes tipos celulares, ya sean
espermatogonias tipo B (estadios V-VI), espermatocitos en etapa de
preleptoteno (estadios VIII-IX) o espermatocitos en etapas tempranas de la
profase meidtica | como leptoteno o incluso cigoteno (estadios XII-XIII).
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II. Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico.

CDK’s Proteinas cinasas dependientes de ciclinas que regulan el ciclo
celular.

YH2AX Forma fosforilada de la variante de histona H2AX que marca
rompimientos de doble cadena.

Spoll Topoisomerasa que participa en los rompimientos de doble
cadena de ADN.

CS Complejo sinaptonémico. Estructura tripartita ADN-proteica,
conformada por dos elementos laterales (EL) y un elemento
central (EC).

EL Elemento lateral del complejo sinaptonémico, conformados
principalmente por las proteinas SYCP2 y SYCPS3.

FT Filamentos transversos que forman parte del complejo
sinaptonémico, conformados por dimeros de SYCP1.

EC Elemento central del complejo sinaptonémico, conformado por los
filamentos transversos, y las proteinas SYCEL, 2 y 3 asi como
Tex12.

SYCP1 Proteina del complejo sinaptonémico 1, principal componente del
elemento central, dicha proteina forma dimeros unidos por medio
de sus regiones amino terminales y sus regiones carboxilo
terminal se asocian con los elementos laterales.

SYCP2 Proteina del complejo sinaptonémico 2 que junto con SYCP3
forma los elementos laterales del complejo sinaptonémico, de los
cuales salen asas de cromatina.

SYCP3 Proteina del complejo sinaptonémico 3, uno de los principales
componentes de los elementos laterales junto con la proteina
estructural SYCP2.

SYCE1,2y 3 Cuatro proteinas de reciente descubrimiento, que forman parte

TEX12 del elemento central del complejo sinaptonémico.

Fase S Fase de sintesis de ADN.

RECS8 Cohesina especifica del proceso meidtico.

BrdU Bromodesoxiuridina. Nucleétido sintético que es capaz de
incorporarse durante la fase S en las células que estan replicando
su material genético.

CF Contraste de fases.

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole; Compuesto quimico fluorescente

gue tiene gran afinidad por el ADN
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. Introduccidn

lIl.1 Importancia de la reproduccion sexual

La reproduccion sexual no es absolutamente necesaria para que un organismo
pueda reproducirse. Tanto es asi, que los organismos unicelulares
normalmente se reproducen mediante divisiones mitoticas; muchas plantas
pueden reproducirse vegetativamente e incluso en el reino animal existen
organismos que son capaces de reproducirse asexualmente; la reproduccién
asexual es un proceso simple y directo, que origina organismos genéticamente

idénticos a los progenitores (Alberts et al., 2008).

La reproduccion sexual se lleva a cabo en plantas, animales e incluso
organismos unicelulares como las levaduras (Lodish et al., 2005) y en contraste
con la reproduccion asexual, mezcla los genomas de dos organismos (Alberts
et al., 2008). La combinacion al azar del ADN de un organismo con el ADN de
otro de la misma especie da lugar a descendencia con un nuevo genoma, de
este modo se da la variabilidad genética. Para que esto suceda, la clave es el
proceso de division celular altamente especializado denominado meiosis
(Zimmer, 2009).

En organismos eucariotas superiores la meiosis est4d estrechamente
relacionada con la gametogénesis. En hembras durante la ovogénesis, toda la
poblacién inicial de ovogonias entra en meiosis de manera sincrénica en el
ovario fetal; pero ésta no es completada, ya que después del nacimiento se
para el proceso meiético durante la profase meidtica | en el dictioteno y no es
restaurado sino hasta la pubertad. En el caso de los machos, en la
espermatogénesis, se incluye el proceso meiotico y este ocurre durante la

pubertad y la etapa adulta del organismo (Handel & Schimenti, 2010).

lll.2 Espermatogénesis

El proceso espermatogénico en el caso de mamiferos ocurre en la unidad
funcional de los testiculos, los tubulos seminiferos (Xia et al., 2005). El testiculo
estd cubierto por una capsula fibrosa, la tunica albuginea, y tiene dos
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componentes principales, el espacio intersticial y el compartimiento compuesto
por los tubulos seminiferos; que estan formados por una membrana basal que
da soporte estructural al epitelio seminifero. En algunas especies como el
humano, el testiculo esta dividido por septos de tejido conectivo (figura 1)
(Ross & Pawlina, 2007; Russellet al., 1990).

Cabeza
T, 00! epididimo

Cabeza

del epididima Conductillos aferentes

Conducto
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. Tibulo
& seminifero

Cuerpo

del epididimo EEL

Madiasting

testicular Tonica

albugines
Rete testis

Tanica !
vaginal H

Tuibulos rectas
Cola del epididimo i PR N :
| Cuerpo dlel egjﬁ&:t_:_lm;lp %

Figura 1. Arreglo morfolégico del testiculo humano. El esquema muestra a la
izquierda, las estructuras anatémicas que conforman al testiculo y un corte
histolégico del mismo a la derecha. Tomado de Ross y Pawlina (2008).

La espermatogénesis comprende la formacion de espermatozoides a partir de
células precursoras llamadas espermatogonias (Russell et al., 1990). Durante
ésta, ocurren una serie de complejos cambios estructurales y funcionales en
las células germinales (Hermo et al., 2010). Dicho proceso puede ser dividido
en tres fases: 1) la proliferativa; en la cual las espermatogonias tienen rapidas
divisiones mitéticas sucesivas, 2) la meidtica, que ocurre en los espermatocitos;
durante este proceso complejo se da la recombinacion y segregacion del
material genético; y por ultimo 3) la de espermiogénesis, en la que las
espermatidas sufren una serie de transformaciones abruptas, hasta convertirse

en espermatozoides (Bellvé et al.,1977; Russell et al., 1990). Este proceso bien
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definido y ordenado ocurre en los tubulos seminiferos de los testiculos (Hermo
et al., 2010).

Las espermatogonias que se dividirdn via mitosis en la fase proliferativa,
provienen de las células germinales primordiales (CPG), que migran hasta la
g6nada en desarrollo. Esto ocurre durante la embriogénesis del organismo, una
vez que el organismo es sexualmente maduro, comienza la espermiogénesis
(Alberts et al., 2008).

La fase proliferativa se da en las células denominadas espermatogonias. En la
rata existen seis sucesivas generaciones de diferentes tipos de
espermatogonias: Al, A2, A3, A4, Intermedias y B (Hermo et al., 2010). Estas
células relativamente inmaduras sufren numerosas divisiones mitéticas y de
este modo se obtiene una enorme poblacién celular, que posteriormente,
entrard en el proceso meidtico y finalmente se diferenciaran para asi formar
espermatozoides. De este modo se cubre la demanda de la cantidad de
espermatozoides que necesitan la mayoria de los machos de todas las
especies en etapa reproductora (Russell et al., 1990).

La meiosis es esencial para la reproduccion sexual, durante ésta, el nimero
cromosomico diploide (2n), es reducido a la mitad (Kleckner, 1996). De modo
gue las espermatogonias mas maduras, tipo B, se dividirAn para dar lugar a
espermatocitos primarios, que posteriormente entraran en el proceso meiotico y

formaran las espermatidas (Russell et al., 1990).

Las espermatidas resultantes del proceso meiético, se deshacen de gran parte
de sus citoplasma en forma de cuerpos residuales, mismos que seran
fagocitados por las células de Sertoli, ademas reordenan sus organelos y
forman flagelos, para convertirse en espermatozoides. A este proceso se le
conoce como espermiogénesis y se subdivide en cuatro fases: de Golgi, de
cubierta, de acrosoma y de maduracion (Gartner & Hiatt, 2001). En la rata,
tienen que pasar alrededor de tres semanas para que el proceso
espermiogénico se complete, este proceso ocurre sin necesidad de ninguna
division celular, y es considerado una de las mas sorprendentes
transformaciones celulares que tienen lugar en un organismo adulto (Russell et
al., 1990).

14



La duracion de la espermatogénesis varia de acuerdo al organismo; siendo de
35 dias en el raton, de 50 dias en la rata y de 64 dias en el humano (Adler,
1996; Guraya, 1987).

[11.3 Ciclo del epitelio seminifero.

Cada tubulo seminifero, en el caso del humano, tiene una extension de entre
30y 70 cm de largo, son tubos que tienen un didmetro de entre 150 y 250 um.
Divididos en los dos testiculos hay alrededor de 1000 tubulos seminiferos
(Gartner & Hiatt, 2001). Cada tubulo estd altamente enrollado y sus dos
extremos finales se conectan con el inicio de la red testicular, los tubulos
seminiferos se arreglan en el testiculo de tal forma que si se realiza un corte
histolégico transversal es posible observarlos cortados de través (Russell et al.,
1990).

En cada tubulo cortado transversalmente se puede observar un arreglo celular
bien definido, en el caso de la rata a lo largo del tubulo seminifero, si se
realizan cortes seriados, es posible reconocer 14 diferentes arreglos (figura 2 y
anexo 1), mismos que se repiten de manera ciclica (Hermo et al., 2010;
Leblond & Clermont, 1952). Histéricamente a esta serie de cambios que se dan
en el epitelio de los tubulos seminiferos se les ha denominado ciclo del epitelio
seminifero; el cual ocurre en un tiempo determinado (Leblond & Clermont,
1952).

Se ha podido determinar que en el caso del raton, hay 12 estadios; mientras
gue en el humano son 6. La duracion del ciclo del epitelio seminifero es
constante en cada especie, dura alrededor de 13 dias en la rata, 8.65 dias en
el raton, entre 10 y 11 dias en los primates y unos 16 dias en humanos (Hermo
et al., 2010).
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Figura 2. Esquema de los 14 diferentes estadios del ciclo del epitelio seminifero de rata.
Cada estadio es representado con nimeros Romanos I-XIV, las columnas verticales indican
los tipos celulares que es posible identificar en cada uno de los estadios. Tomado y
modificado de Hermo et al. (2010).

lll.4 Onda espermatogénica

A lo largo del tabulo seminifero se repite el ciclo del epitelio seminifero; a la
distancia entre dos etapas idénticas del epitelio seminifero se le conoce como
onda del epitelio seminifero u onda espermatogénica, es decir, es la distancia
que toma encontrar dos estadios idénticos del ciclo del epitelio seminifero
(Gartner & Hiatt, 2001). La onda también puede ser definida como la distancia
en el tubulo seminifero, que abarca el conjunto de estadios adyacentes, que
incluyen las 14 posibles etapas del ciclo del epitelio seminifero (figura 3)
(Hermo et al., 2010; Russell et al., 1990).

Segmento de tubulo seminifero

Limite de una onda espermatogénica

Figura 3. Estadios sucesivos de una onda espermatogénica mostrados a lo
largo de un tubulo seminifero. Las lineas rojas representan los limites.
Tomado y modificado de Russell et al. (1990).
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[11.5 Ciclo celular

Toda célula surge de una célula preexistente y se reproduce mediante la
duplicacion de su contenido y una posterior division celular (Csikasz-Nagy et
al., 2011); al ciclo de interfase y division celular se le denomina ciclo celular
(Imoto et al., 2011), este mecanismo es esencial para que todos los seres vivos
se reproduzcan. En especies unicelulares cada division produce un nuevo
organismo completo; sin embargo, en especies pluricelulares, largas y
complejas secuencias de divisiones celulares son necesarias para que un
organismo sea funcional (Alberts et al., 2008). Los organismos estan
conformados por colecciones de células que individualmente desempefian
funciones especificas Unicas; cada célula eucariontica forma parte de una

estructura compartimentalizada bien definida (Bernard, 1990).

Para que una célula pueda dividirse, deben suceder una serie de pasos
coordinados en los cuales los componentes celulares internos se duplican, para
gue posteriormente, éstos se separen entre las dos células hijas resultantes de
la division (Csikasz-Nagy et al., 2011).

El tipico ciclo celular eucariontico puede ser dividido en cuatro diferentes fases:
un G1, una fase de sintesis de ADN denominada fase S, un G2 y finalmente
una fase M (figura 4) (Imoto et al., 2011).Tanto la duplicacién de las grandes
cantidades de ADN contenidas en el nucleo, como su correcta segregacion a
las células hijas, definen las dos mas importantes y complejas fases del ciclo
celular, la fase Sy la fase M (Alberts et al., 2008).

En el ciclo celular hay dos periodos fundamentales, la interfase y la mitosis o
divisiéon celular. La interfase se divide en tres periodos la fase gap 1 (G1) que
sigue a la finalizacién de la mitosis (M) y es previa a la fase de sintesis de ADN
(S); mientras que el G2 sucede entre la fase S y la fase M. La mayoria de las
células requieren de mucho tiempo para crecer y duplicar su cantidad de
proteinas, asi como el numero de organelos citoplasmaticos que contienen,

esto ocurre durante el G1 (Lodish et al., 2005).

Las fases gap también proveen a la célula de tiempo, para que ésta monitoree

los factores ambientales, tanto internos como externos, en especial la fase de
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G1 es importante en este sentido, ya que en caso de que las condiciones no
sean favorables o de que la célula no esté preparada para seguir con el
proceso de division, el ciclo celular es arrestado y la célula entra a una fase
especializada de descanso denominada GO, esta fase puede durar dias,
semanas o incluso afios enteros. Asi cuando las condiciones ambientales
vuelven a ser favorables, la célula sale del GO y prosigue con el ciclo celular en
un punto del G1 que es denominado inicio (en levaduras) o punto de restricciéon
(en mamiferos), una vez que la célula pasa de este punto, esta comprometida a
pasar a la fase S y llevar a cabo la replicacion de ADN incluso si las
condiciones ambientales cambian de ser favorables a ser desfavorables
(Alberts et al., 2008; Csikadsz-Nagy et al., 2011).

Figura 4. Ciclo celular tipico. Este consta de 4 fases; dos fases gap denominadas G1 y
G2, una fase de duplicacion de ADN denominada fase S y una fase M. Tomado y
modificado de Csikasz-Nagy et al. (2011).

l1l.6 Regulacion del ciclo celular

Las proteinas conocidas como cinasas dependientes de ciclina (CDK’s, por sus
siglas en inglés) son los principales componentes del sistema de control del
ciclo celular. Estas proteinas producen cambios ciclicos en la fosforilacion de
proteinas intracelulares que se encargan de iniciar o regular los principales

eventos del ciclo celular (Ej. condensacién de los cromosomas, rompimiento de
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la envoltura nuclear, ensamble del huso, etc.), los cambios ciclicos en la
actividad de las CDK’s, son regulados por las proteinas denominadas ciclinas,
originalmente llamadas asi debido a que son sintetizadas y degradas en cada
ciclo celular; como su nombre lo indica, si una proteina cinasa dependiente de
ciclina no tiene unida a esta ultima, simplemente no posee actividad de cinasa
(Alberts et al., 2008).

En eucariontes superiores se tiene registro de aproximadamente 20 proteinas
CDK’s y de cuatro clases mayores de ciclinas (tipos A, B, D y E) en mamiferos,
esto permite inferir que la regulacion de los eventos del ciclo celular ocurren
debido a complejas combinaciones de CDK’s y ciclinas (Satyanarayana &
Kaldis, 2009), En el caso de la meiosis, son mdultiples los mecanismos que
operan en la regulacion del ciclo celular, entre los cuales se encuentran las
actividades de tanto CDK’s como ciclinas, algunas de ellas especificas del
proceso meiético (figura 5) (Marston & Amon, 2004).

4 .. APC

G1-proteinas ITECHES a CDK's
CDK's de Fase S CDK's Meioticas ‘

Sict
\1!-.1' *C [}

Actividad de las CDK

Figura 5. Regulacion del ciclo celular mei6tico por medio de proteinas cinasas
dependientes de ciclinas. Algunas de estas proteinas CDK’s son meiosis

especificas. Tomado y modificado de Marston & Amon (2004).
lIl.7 Meiosis

La meiosis es el proceso de division celular altamente especializado y
caracterizado por tener una ronda de replicacion de ADN, seguida de dos
divisiones nucleares, denominadas meiosis | y meiosis Il (Cha et al., 2000;
Zickler & Kleckner, 1998), también es la via de especializacion y diferenciacion

celular por la cual un organismo diploide genera gametos haploides. Proceso
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gue es indispensable para la reproduccion sexual (Jaramillo-Lambert et al.,
2007), durante la meiosis se lleva a cabo la recombinacion de material genético
entre cromosomas homologos (recombinacién entre cromosomas paternos y
maternos), fendmeno que junto con la segregacién cromosomica al azar, es
fuente importante de la diversidad genética (Cohen et al., 2006). De una célula
diploide que entra al proceso de divisidbn celular denominado meiosis, se
producen un total de cuatro células con el niumero cromosémico reducido a la
mitad (haploides) (Zickler & Kleckner, 1998). Durante la primera division
meidtica, los cromosomas homélogos se separan y migran hacia polos
opuestos y es durante la segunda division meiética que el nimero cromosoma
se divide a la mitad ya que las cromatidas hermanas se separan una de otra y
se generan gametos haploides (figura 6) (Lee & Amon, 2001).

Metafase |

D | o | e

Dos crométidas

Dos crométidas

J

' Metafasell

Figura 6. Esquema del proceso meiético en mamiferos. De una célula diploide, se generan
cuatro células haploides en machos y una en hembras. En la meiosis | se separan los
cromosomas homologos, mientras que en la meiosis Il son las cromatidas hermanas las que se
separan. Tomado y modificado de Handel & Schimenti (2010).
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[11.7.1 Profase meidtica:

La primera divisibn meiética esta caracterizada por tener una profase | de larga
duracion, misma que se divide en 5 etapas: leptoteno, cigoteno, paquiteno,
diploteno y diacinesis, durante dichas etapas se da una serie de abruptos
cambios conformacionales de la cromatina, indispensables para el correcto
alineamiento, apareamiento y sinapsis entre cromosomas homologos
(Hernandez-Hernandez et al., 2009; Zickler & Kleckner, 1998; Russell et al.,
1990).

[11.7.2 Leptoteno:

Durante la etapa de leptoteno, los cromosomas son visiblemente
individualizados como estructuras delgadas filamentosas (Zickler & Kleckner,
1998), estas estructuras se condensan pero no presentan aun sefiales de un
alineamiento homoélogo (Page & Hawley, 2004). Las cromatidas hermanas se
organizan y forman estructuras denominadas elementos axiales y la mayoria
de los cumulos de cromatina compacta son disociados (Herndndez-Hernandez
et al., 2009; Zickler & Kleckner, 1998).

Durante el leptoteno medio, la proteina Spoll participa en las rupturas de
doble cadena; esto trae como consecuencia el reclutamiento de proteinas
relacionadas con la reparaciéon de dichos rompimientos, mismas que estabilizan
la asociacién entre cromosomas homdlogos, y a su vez esta asociacion, es de
vital importancia para una correcta formacion del complejo sinaptonémico en

estadios posteriores al leptoteno (Longhese et al., 2009; Keeney et al., 1997).

Los rompimientos de doble cadena producidos por Spoll traen como
consecuencia la fosforilacion de la variante de histona H2AX (yH2AX), esta
modificacibn de histona permanece en cromosomas autosémicos desde
leptoteno tardio hasta cigoteno; sin embargo yH2AX en estadios posteriores
como el paquiteno ya no es observada sobre los cromosomas autosomicos y
su distribucion se ve limitada a una regiéon de cromatina condensada, en la que
los cromosomas sexuales se encuentran apareados, el cuerpo XY. La funcion
de esta modificacién de histona, es la de marcar al ADN dafado, para asi

reclutar enzimas de reparacion y recombinacion (Fernandez-Capetillo et al.,
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2004; Herndndez-Hernandez et al., 2009; Keeney et al., 1997; Longhese et al.,
2009).

[11.7.3 Cigoteno:

Durante esta etapa de la profase, los cromosomas se visualizan mas cortos y
anchos; hay indicaciones de que los homdlogos se encuentran mas cercanos,
tales como la formacién del “bouquet” (figura 7), en donde las regiones
teloméricas de los cromosomas tienen un arreglo especial; que se caracteriza
por que todos los extremos terminales de los cromosomas estan unidos a la
cara interna de la envoltura nuclear y se localizan agrupados en un area
limitada (placa de adhesién) (Zickler & Kleckner, 1998).

Se ha sugerido que la formacién del “bouquet” esta implicada en el proceso de
reconocimiento de homologia y el posterior apareamiento de los cromosomas
homologos, debido a que se acercan y se alinean las partes finales de los
cromosomas (Harper et al., 2004); en diversos organismos el bouquet persiste
hasta etapas tempranas del paquiteno (Zickler & Kleckner, 1998; Harper et al.,
2004).

Figura 7. Micrografia electronica de una célula germinal en etapa de cigoteno en
donde se muestran el ndcleo (Nu). Los telémeros de los cromosomas estan
adheridos a una pequefia zona de la envoltura nuclear formando el bouquet

(flechas). Esta proximidad de las regiones teloméricas de los diferentes
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cromosomas facilita el apareamiento de los cromosomas homdlogos. Imagen

cortesia de Rosario Ortiz Hernandez.

l1l.7.4 Paquiteno:

En esta etapa los cromosomas se hacen mas cortos y la asociacion establecida
se fortalece con la formacion del complejo sinaptonémico (CS). Esta asociacion
es visible como una estructura tripartita ADN-proteica, misma que consiste en 2
elementos laterales (EL) apareados, que se unen mediante filamentos
transversos (FT), que se encuentran acomodados de manera perpendicular a
los EL. Un elemento central (EC) corre paralelamente a los EL y perpendicular
a los FT, por el espacio que se dibuja en la parte central (zona de exclusion de
cromatina) que se encuentra entre los dos EL (figura 8) (Hernandez-Hernandez
et al., 2009).

fT  Region
Central FT

Figura 8. Representacion de complejo sinaptonémico conformado por dos elementos

laterales (EL) de los cuales salen asas de cromatina y un elemento central (EC)
conformado por los filamentos transversos. Tomado y modificado de Page & Hawley
(2004).

Cada elemento lateral esta conformado por las proteinas SYCP2 y SYCP3, de
los cuales salen asas de cromatina (figuras 8 y 9); el elemento central esta
constituido por los filamentos transversos que tienen como principal
componente a la proteina SYCP1, la cual forma dimeros que se unen por

medio de sus regiones amino terminales, de modo que las regiones carboxilo
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terminal se asocian con los elementos laterales. Otras proteinas de reciente
descubrimiento se ha observado que constituyen parte del elemento central,
ellas son: SYCEL, SYCE2, SYCE3y TEX12 (figura 9) (Fraune et al., 2012).

Dimero
EL deSYCP1

& SYCE3

& SYCEL
EC
: SYCE2 Tex12

@ Cromatina
EL

Figura 9. Representacion de las proteinas que constituyen el complejo sinaptonémico.
Los elementos laterales estan conformados por las proteinas SYCP 2 y SYCP3; mientras
gue el elemento central esta constituido principalmente por dimeros de SYCP1, asi como
por SYCE1, SYCE2, SYCE3y TEX12. Tomado y modificado de Fraune et al. (2012).

[11.7.5 Diploteno:

Desde la etapa de paquiteno, los cromosomas homdlogos sufren una
decondensacion gradual que dura hasta la etapa de diploteno (Hernandez-
Hernandez et al., 2009), en esta Ultima etapa también ocurre el desensamble
del complejo sinaptonémico, los cromosomas homélogos se separan, excepto
en los quiasmas, éstos mantienen juntos a los cromosomas homologos y son
observados hasta etapas tardias de la profase meiética I. Los quiasmas son la
manifestacion fisica de los eventos de recombinacion reciproca entre
cromosomas homologos (figura 10) (Page & Hawley, 2004). En hembras la
profase meibtica es arrestada en el diploteno, en un estado especial
denominado estado dictiado, esta detencién puede durar meses en el caso de
ratones de laboratorio o incluso afios como en el caso del humano (Handel &
Schimenti, 2010).
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Figura 10. Representacion de un quiasma. El quiasma es la evidencia de que se
llev6 a cabo el intercambio de material genético (recombinacion) entre

cromosomas homologos. Tomado y modificado de Handel & Schimenti (2010).

[11.7.6 Diacinesis:

Durante la diacinesis, los cromosomas sufren una Udltima etapa de
condensacion, justo antes de la disociacion de la envoltura nuclear y el

posterior inicio de la metafase | (Harper et al., 2004).

l1l.7.7Segunda division meidtica:

La segunda divisién meidtica se lleva a cabo sin una previa replicacion de ADN,
esta ocurre de manera rapida y se asemeja mas a una division mitética. En la
cual se separan las cromatidas hermanas y posteriormente son segregadas,
para asi producir células haploides, por cada célula diploide que experimenta el
proceso meibtico, se producen un total de cuatro células hijas con carga
cromosomica haploide, cada célula hereda una copia de cada uno de los
cromosomas ya sea paterno o materno, conformados por un sola cromatida
(figura 6) (Alberts et al., 2008).
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111.8 Sintesis de ADN pre-meiética

Se considera que el proceso meibtico se inicia desde la etapa del G1 del ciclo
celular, y que las células que entraran en meiosis pasan por una fase de
sintesis de ADN singular, denominada fase S pre-meidtica (Watanabe et al.,
2001). En todos los organismos la fase S pre-meiética es sustancialmente mas
larga que la fase S pre-mitética (Callan, 1972; Lee & Amon, 2001).

Estudios en levaduras sugieren que la duracion de la fase de sintesis meiotica
esta involucrada con los productos de ciertos genes, tales como SPO11, ya
gue la delecién de este gen acorta significativamente la duracion de la fase S
pre-meidtica, asi como la delecion del gen RECS8, se traduce en un aumento en
la duracion de la fase de sintesis de ADN pre-meioética, los productos de ambos
genes se consideran importantes para integrar las relaciones interhomélogas y
relaciones intercromatidas hermanas, con la replicacién de ADN en curso (Cha
et al., 2000).

Otros resultados sugieren que la sintesis de novo de ADN durante la fase S
pre-meidtica es fundamental para procesos dependientes de la proteina Rec8
durante etapas posteriores de la meiosis (Watanabe et al.,, 2001). Diversos
reportes sefalan que los complejos de cohesinas especificos de la meiosis son
establecidos durante la fase de sintesis de ADN y disociados posteriormente en
la etapa de G2, al menos en levaduras (Uhlmann & Nasmyth, 1998).

En raton la fase de sintesis de ADN pre-meiética dura aproximadamente 20.6
h, en el caso de la rata tiene una duracién de 84.1 h y en el humano dura
alrededor de 62.4 h (tabla 1) (Adler, 1996). Se cree que una fase S tan larga en
estos casos, es requerida para establecer relaciones que seran necesarias
para la recombinacion y la correcta segregacion de los cromosomas homologos
en etapas posteriores, conforme avance el proceso meidtico (Lee & Amon,
2001).

Los primeros estudios para el andlisis del ciclo celular y la sintesis de ADN en
espermatogonias y espermatocitos de raton, incluian el marcado de células que
estaban en proceso de replicacion de ADN con compuestos radioactivos tales

como la timidina tritiada, lo que permitia posteriormente poner de manifiesto la
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incorporacion del nucledtido marcado con la ayuda de técnicas
autoradiograficas, que proporcionan la ventaja de tener un poder de resolucién
muy alto, pero la desventaja de que lleva mucho tiempo obtener los resultados
(Monesi, 1962a). Estudios parecidos utilizando también incorporacion de
timidina tritada y la posterior deteccibn con ayuda de técnicas
autoradiograficas fueron realizados en rata (Clermont, 1962).

Tabla 1. Duracioén de la fase de Sintesis meiética (recuadro rojo), asi como de los estadios

de la profase | (leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno) y de la primera y segunda

divisiobn meidtica. Los valores se dan en horas y entre los paréntesis en dias. Tomado y
modificado de Adler (1996).

Humano
Preleptoteno 20.6 (<1.0) 84.1 (3.5) 62.4 (2.5)
(ultima fase S)
Leptoteno 44.0 (2.0) 21.3(1.0) 134.4 (5.5)
Cigoteno 32.7 (1.5) 49.9 (2.0) 26.4 (1.0)
Paquiteno 193.7 (8.0) 270.1 (11) 355.2 (15)
Diploteno 21.4 (<1.0) 17.6 (<1.0) -
Primera y Segunda 20.8 (<1.0) 14.1 (>0.5) 26.4 (1.0)

division meiotica

Total 333.2 (14) 457.1 (19) 604.8 (25)

Posteriormente se desarrollaron métodos no radioactivos, mediante la
incorporacion de BrdU, la cual es una desoxiuridina halogenada; compuesto
gue tiene caracteristicas quimicas y moleculares muy parecidas a las de la
base nitrogenada timina, lo cual la convierte en su analogo, estas
caracteristicas sirven para que se incorpore durante la fase S en las células
gue estan replicando su material genético, la BrdU puede ser inmunolocalizada
gracias a que se crearon anticuerpos especiales para detectarla, esto brinda la
ventaja de no utilizar técnicas autorradiograficas por lo cual se puede realizar la
deteccion en menos tiempo y con mayor resoluciéon (Rosiepen et al., 1994); de
este modo es posible evidenciar la sintesis de ADN de manera espacio
temporal.
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IvV. Justificacion del trabajo:

La profase meidtica | por su larga duracion y por la serie de sucesos que
ocurren durante ésta, como el reconocimiento, apareamiento y recombinacion
entre cromosomas homoélogos, es la etapa de la meiosis a la cual se le ha
puesto mayor atencion, es también la mas ampliamente estudiada y de la que

se tiene mas informacion.

De modo que se han dejado de lado etapas anteriores a la profase I, como lo
es la fase de sintesis de ADN denominada fase de sintesis meiotica o fase de
sintesis pre-meidtica, de la cual se tienen muchas incégnitas, por ejemplo, su
larga duracion con respecto a la fase de sintesis de ADN mitética. Mas aun, de
los pocos estudios que centran su atencion en ésta fase, la mayoria estan
realizados en levaduras y son de caracter bioquimico (Cha et al., 2000;
Uhlmann & Nasmyth, 1998). Por lo que representa una de las grandes
incégnitas para aquellos que estudiamos el proceso meiodtico, por tanto, este
trabajo busca aportar informacion sobre el entendimiento de la fase de sintesis
pre-meidtica en mamiferos, especificamente en la linea germinal de rata

macho.
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V.

VI.

Hipotesis:

Empleando diferentes tiempos de exposicion de BrdU, se podran
observar diferentes disposiciones en cuanto al arreglo de la cromatina
gue incorpord BrdU, lo que se reflejara en cambios morfolégicos entre el
tipo de marca de las células en fase S mitética con respecto al de las
células en fase S meidtica. Las células marcadas a los distintos tiempos
de incorporaciéon corresponderan a diferentes tipos celulares de la linea

germinal de rata macho.

Objetivo General:

Caracterizar el patron de la disposicion de la cromatina, mediante
incorporacion de BrdU aplicada a diferentes tiempos de exposicion en
células de la linea germinal, que estén llevando a cabo procesos de
replicacion de ADN.

V1.1 Objetivos particulares:

Analizar el arreglo espacial de la cromatina que incorporé BrdU en
células que estén llevando a cabo sintesis de ADN (fase S).

Definir si la disposicién de la cromatina que incorporé BrdU nos permite
detallar diferencias entre las células que estan llevando a cabo fase S.
Relacionar el arreglo de la cromatina que llevé a cabo incorporacién de
BrdU con los estadios del ciclo espermatogénico en los cudles se

encuentren las células en fase S.
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Vil. Material y Métodos

VII.1 Material bioldgico.

Se utlizaron 3 ratas Wistar adultas por cada uno de los tiempos de
incorporacion de BrdU realizados (30 minutos, 2, 3 y 24 horas), estas ratas
fueron proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

VII.2 Incorporacién de BrdU y extraccion de tejido.

Se realiz6 la incorporacion de BrdU in vivo mediante inyeccion intraperitoneal,
la cantidad de BrdU inyectada es de 60 mg de BrdU por Kg (peso de la rata)
como lo describe el protocolo del “kit” Roche (Catalogo N° 1,296,736). Después
de la inyeccion intraperitoneal, se esper6 el tiempo planeado (entre 0 minutos,
30 minutos, 2, 3 y 24 horas), y minutos antes de concluir el lapso de
incorporacion, se procedié a inyectar el anestésico pentobarbital a razon de 1
mL por cada 2.5 Kg de peso. Una vez anestesiado el animal y concluido el
tiempo requerido de incorporacion de BrdU, se procedié a extraer el material
biol6gico (en este caso los testiculos e intestino), finalmente se sacrificd al

animal.

VII.3 Deshidratacion, pre-inclusion e inclusion de tuabulos

seminiferos e intestino de rata en parafina.

Las muestras de testiculo e intestino se fijaron en paraformaldehido al 4% por
24 horas, posteriormente se procedié a deshidratar las muestras en alcoholes
graduales desde etanol al 30% (30 min), etanol al 50% (30 min), etanol al 60%
(30 min), etanol al 70% (toda la noche), etanol al 80% (30 min) etanol al 90%
(30 min), etanol al 96% (30 min), 2 cambios de etanol absoluto (de 30 min cada
cambio), etanol absoluto-xilol (30 min), aceite de cedro-xilol (30 min), xilol (solo
un enjuague de 5 min). Una vez concluida la deshidratacién y aclarado, se

paso a la pre-inclusion que consistié en pasar las muestras por parafina-xilol (1
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hora), parafina 1 (1 hora), parafina 2 (1 hora) y finalmente el material se

incluyd, en este caso sin una orientacion determinada.

VII.4 Corte del material biolégico.

Una vez incluido el material biolégico se procedié a realizar cortes histoldgicos
de un espesor de alrededor de 5 um, esto con ayuda de un micré6tomo para
realizar cortes en parafina, los cortes hechos fueron montados en portaobjetos
cubiertos con Poli L-lisina, compuesto quimico anionico que por medio de carga
eléctrica ayuda a mantener adheridos los cortes al portaobjetos, para que en
manipulaciones posteriores, tales como tinciones o inmunolocalizaciones, éstos

no se desprendan.

VII.5 Desparafinar e hidratar.

Para poder utilizar el material incluido en parafina, para tinciones generales o
para inmunolocalizaciones, fue necesario después del corte, desparafinar e
hidratar para lo cual se colocan los portaobjetos con el material biolégico 10
min. Posteriormente se colocaron en una estufa a 60° C, Xilol 5 min, etanol
absoluto 5 min, etanol 90% 5 min, etanol 70% 5 min, etanol 50% 5 min, etanol
30% 5 min y finalmente agua bidestilada por 5 min. Posteriormente, se
procedid con las técnicas histolégicas o inmunohistoldgicas que se necesitaba

realizar.

VII.6 Tincion hematoxilina 'y eosina (Hy E).

Con el objetivo de evaluar la calidad del tejido obtenido, después del
procesamiento, la inclusién y el corte, se realizaron tinciones generales de
hematoxilina y eosina, este material de igual manera sirvid para ilustrar los
diferentes estadios de la onda espermatogénica en los cuales se encontrd
marca (figuras 17, 18 y 21), para lo cual primero se desparafiné e hidratd el
tejido.
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Una vez hidratado el tejido, se tifi6 con hematoxilina de Harris 10 min, se
lav610 min en agua corriente y se enjuagd con agua bidestilada. Después se
deshidraté con etanol al 30% 3 min, luego a etanol 50% 3 min, etanol 70% 3
min, eosina 3 min, luego etanol 80% solo enjuague, etanol 90% solo enjuague,
etanol absoluto solo enjuague, xilol-etanol absoluto 1:1 por 5 min, xilol 10 min'y

finalmente se monté con la ayuda de resina sintética y un cubreobjetos.

VII.7 Inmunolocalizacion de la BrdU.

Una vez analizado el tejido mediante la técnica de H y E, y en vista de que el
material era apto para el estudio, es decir, que estaba bien fijado y por tanto
tenia una buena preservacion estructural, se procedi6 a realizar la
inmunolocalizaciéon de la BrdU, para lo cual se utilizé un “kit” de deteccion de la
marca Roche (N° de catalogo 1,296,736), mismo que incluye en su buffer
enzimas desnaturalizadoras de la doble hebra de ADN, por lo que no es
necesario realizar desnaturalizaciéon con HCI, esto evita alteraciones en la

morfologia celular.

Para realizar la inmunolocalizacién, primero se desparafiné e hidraté el tejido
(tanto testiculo como intestino), ya hidratado el tejido se colocé en buffer PBS
por 5 min, pasado este tiempo se realizé la recuperacion antigénica con buffer
de citratos y con ayuda de un horno de microondas (3 min en potencia 10 y 6
min en potencia 3, en bafio maria), se dejo enfriar por 30 min. Pasado este
tiempo se procedié a realizar un bloqueo de epitopes inespecificos, para esto
se utilizé glicina a una concentracion de 0.1 M diluida en PBS, lo que se realizd
a temperatura ambiente (TA) por un periodo de 1 hora.

Terminado el bloqueo, se procedi6 a colocar el anticuerpo primario, el cual se
diluyd en el buffer del “kit” a una concentracion de [1/100] y se dejé incubar por
1 hora a 37 °C (ya que esta es la temperatura Optima para que las enzimas
desnaturalicen el ADN) en camara humeda. Terminado el tiempo de incubacion
del anticuerpo primario, se lavaron las preparaciones con TBST por 5 min y
posteriormente con PBS también por 5 min.
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Después de los lavados, se procedié a colocar el anticuerpo secundario
acoplado a rojo Texas (RT) a una concentracién de [1/200] diluido en PBS, se
dej6 incubar por 1 hora a temperatura ambiente en cAmara hiumeda y protegido
de la luz; posteriormente se lavaron las preparaciones con TBST por 5 min y
luego con PBS también por 5 min. Después de los lavados, se procedio a tefiir
las preparaciones con DAPI, lo que permite la observacién del DNA; se dej6
solo 1 minuto en DAPI, se lavd el material con PBS por 5 min y finalmente se le
coloc6 medio de montaje VectaShield, un cubreobjetos y esmalte para sellar ya
gue el fluorocromo que trae acoplado el anticuerpo secundario (en este caso
RT) es propenso a perder intensidad con el tiempo, pero mas aun con la

oxidacion.

VI1.8 Observacion de las preparaciones.

La observaciéon de las inmunofluorescencias se llevdé a cabo con un
microscopio Nikon. La obtencién de las imagenes se realiz6 con ayuda de la
camara Nikon Digital Camera DXM1200F. Las imagenes obtenidas fueron
procesadas en un software Nikon ACT-1. Finalmente, la edicion de las
imagenes se realizé con un software Adobe Photoshop CS5.

VI1.9 Conteo de células positivas.

Por células positivas nos referimos, en este trabajo, a todas las células que
presenten marca en Rojo Texas después de realizar la inmunolocalizacion
contra el compuesto quimico BrdU (como previamente se describe), en cortes
por parafina. Y por células “posiblemente marcadas” se hace referencia a todo
tipo celular, con marca o no, pegado a la membrana basal (espermatogonias A
y B, preleptotenos, espermatocitos primarios en leptoteno y cigoteno) anterior a
la fila de células en paquiteno y que no fueran células de Sertoli o células
peritubulares.

Para realizar el conteo de células se tomaron fotografias a tibulos seminiferos

individuales a aumentos de 40X de la siguiente manera:
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En cada uno de los tiempos de incorporacion, se fotografié cualquier tubulo
seminifero que tuviera marca positiva para la BrdU (en Rojo Texas), sin
importar su tamafio u orientacion del corte (corte longitudinal, transversal u
oblicuo), incluso si esto significaba tomar muchas fotografias para el caso de
tubulos muy grandes y/o cortados de manera longitudinal u oblicua o pocas
fotografias para los pequefios y/o cortados de manera transversal. Cada tubulo
fotografiado en rojo Texas también fue fotografiado en DAPI. Este
procedimiento fue el mismo para cada tiempo, para cada tipo de marca y para
cada animal, hasta completar un total de 30 tubulos seminiferos por tipo de
marca y por cada tiempo, esto se ejemplifica de mejor manera en las siguientes

tablas:

Tabla 2. Manera en que se contaron los tibulos seminiferos para lo que en este trabajo fue

denominado marca tipo 1.

Numero de tubulos contados por tiempo de incorporacion de la BrdU

30 min 2 horas 3 horas 24 horas
10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos
10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos
10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos
30 tubulos 30 tubulos 30 tubulos 30 tubulos

Tabla 3. Manera en que se contaron los tibulos seminiferos para lo que en este trabajo fue

denominado marca tipo 2.

Rata Numero de tubulos contados por tiempo de incorporacion de la BrdU

30 min 2 horas 3 horas 24 horas
10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos
10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos
10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos 10 tubulos
30 tubulos 30 tubulos 30 tubulos 30 tubulos



Tabla 4. Manera en que se contaron los tibulos seminiferos para lo que en este trabajo fue

denominado marca tipo 3.

Rata Numero de tubulos contados por tiempo de incorporacion de la BrdU

24 horas

10 tabulos
10 tabulos
10 tabulos

Total 30 tubulos

Para tener una estimacion del nimero de células marcadas y cdmo es que éste
variaba entre un tipo de marca y otro, en cada tubulo seminifero con ayuda del
DAPI se contaron todas las células “posiblemente marcadas” (ver explicacion
de la figura 11A) que fueran de interés para este estudio, es decir,
espermatogonias A, espermatogonias B, preleptotenos, espermatocitos
primarios en leptoteno y espermatocitos primarios en cigoteno, que estan
pegadas a la membrana basal y por lo tanto se localizan mas cerca de la basal
gue la fila de células en etapa de paquiteno. Se excluyeron a todas las células
somaticas (células peritubulares y células de Sertoli) y todas las células
germinales en etapa de paquiteno, diploteno y en espermiogénesis como son
esperméatidas redondeadas y elongadas (ver figuras 11Ay 11B).

Posteriormente, con ayuda del Rojo Texas, se procedié a contar el nimero de
células marcadas en el mismo tubulo seminifero, que se realizé con ayuda del
programa informatico manejador de imagenes Image J. Con esto se estimd un
indice de marcado, para cada tubulo seminifero, dado por la relacion del
namero de células marcadas (contadas en las fotografias de Rojo Texas)
dividido entre la suma del nimero de células marcadas mas las células que
podrian estar marcadas pero que no lo estaban (contadas con ayuda del
DAPI). Dicho indice de marcado varia en el rango de cero a uno. Donde cero
seria igual a ninguna célula marcada y uno significaria que todas las células

posiblemente marcadas mostraron marca (ver resultados y figurallC).

Adicionalmente se estim6 el promedio del indice de marcado de los tdbulos

seminiferos analizados por cada tiempo, asi como su desviacion estandar,
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también se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) a los promedios del indice
de marcado comparando tiempos de incorporacion de BrdU, para conocer la
existencia de diferencias significativas entre los datos muestreados, a los datos
gue mostraron diferencias se les realizd una prueba de rangos multiples

(Duncan), para localizar dicha diferencia.

Células Marcadas | Células Marcadas mas indice de
Células Posiblemente Marcado
\ETLELER

c 7 7+3=10 7/10=0.7

Figura 11. Representacion de la manera en que se realizé el conteo de células positivas. En A
se muestra el DAPI. La curva de color blanco pasa justamente por la capa de células
germinales en etapa de paquiteno; las células germinales que se encuentran por encima de la
linea mencionada, pegadas a la membrana basal (MB), fueron analizadas para realizar el
conteo. Las cabezas de flecha verdes sefialan células positivas a la BrdU, esto se puede
corroborar en la figura B marcadas con rojo Texas. Las flechas verdes representan a las
células que no son positivas, pero que también fueron analizadas y tomadas como
“posiblemente marcadas”. Las células sométicas (peritubulares y de Sertoli), marcadas con una
x de color blanco fueron excluidas en el conteo. Por debajo de la linea de células en etapa de
paquiteno, hacia la luz del tibulo (Luz), se observan espermatogonias redondeadas (asterisco
blanco) y espermatogonias elongadas (flecha blanca), células en etapa de espermiogénesis
que tampoco fueron tomadas en cuenta para el conteo. En C se ejemplifica el indice de
marcado para A, dado por la relaciéon entre las células marcadas y la suma de las células
marcadas mas las posiblemente marcadas; en este caso el valor es de 0.7.
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VIll. Resultados:

VIIl.1 Incorporacion de BrdU a O minutos.

La incorporacion de BrdU a 0 minutos, se realizd con la finalidad de tener un
control negativo de la técnica, por lo que se inyecto intra-peritonealmente a la
rata con la BrdU a la misma razén de peso/volumen (ver material y métodos)
gue a las demas e inmediatamente después de inyectarla se procedi6 a
anestesiarla, a extraer el tejido y a procesarlo. Como era de esperarse, los
resultados muestran que ninguna célula germinal de ningun tubulo seminifero
incorporé BrdU (figural?2).

Con esto se aseguré que ni el material bioldgico, ni cualquier compuesto
guimico utilizado en el procesamiento, causaran inespecificidad en alguna de

las reacciones de inmunolocalizacién realizadas.

Estadio VI

Estadio VIII

Figura 12. Inmunolocalizacién de la BrdU en ratas con tiempo de incorporacién de 0 minutos,
como se esperaba, ninguna célula presenta marca positiva (RT). Los estadios ilustrados son
los estadios VI y VI, dos de los estadios que normalmente muestran marca a todos los
tiempos de incorporacién de BrdU. Barra de calibracion de 10 pm.
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VIIl.2 Incorporacion de BrdU a 30 minutos, 2y 3 horas.

Los resultados nos muestran que a treinta minutos de administrada la BrdU, las
células que presentan marca, estan muy pegadas a la membrana basal
(figuras13 y 15), incluso es posible observar al menos dos diferentes tipos de
incorporacion, que se denominaran marca tipo | y marca tipo Il y se discutiran
mas adelante, éstos se distinguen claramente por la manera en que se
distribuye la cromatina que incorpor6 BrdU en el nucleo de las células positivas
(figuras 14 y 16).

A treinta minutos de incorporacion se observa el primer tipo de marca (marca
tipo 1), que esta caracterizado por presentar “motas” localizadas principalmente
hacia la periferia del nacleo. En los aumentos digitales de las células marcadas
(figura 14), es posible destacar los sitios de incorporacion de la BrdU; la marca
se encuentra principalmente sobre grumos de cromatina compacta adosados a
la envoltura nuclear e incluso en algunas células se distingue incorporacién en
los camulos de cromatina que se encuentran en la parte central del nacleo. Al
esquematizar los sitios donde hubo incorporacién de BrdU en la figura 14, es
posible apreciar de una mejor manera la disposicion espacial de la cromatina

de los nacleos de las células positivas.

Analizando otros tubulos seminiferos (figura 15) se puede distinguir un segundo
tipo de incorporacion que se caracteriza por presentar una marca en forma de
“foci” o pequefios puntos (marca tipo Il), distribuida en todo el volumen

nuclear.
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30 minutos 2 horas 3 horas 24 horas




DAPI/RT

DAPI/IRT

DAPI/RT

DAPI/RT

Figura 13. Micrografias opticas, donde se inmunodetecté a la BrdU y se observa el primer tipo de marca caracterizado en este trabajo
(marcatipo 1), el cual presenta “motas” asociadas a grumos de cromatina compacta adosados principalmente a la envoltura nuclear. Este

patron se encuentra en todos los tiempos de incorporacion estudiados. Las células marcadas estdn muy pegadas a la membrana basal del

tubulo seminifero y son principalmente frecuentes en los estadios V y VI de la onda espermatogénica de la rata.

30 minutos 2 horas 3 horas

24 horas
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DAPIRT DAPI/RT DAPIRT DAPI/RT

10 pm 10 pm »
— pm

ESQUEMA ESQUEMA ESQUEMA ESQUEMA

Figura 14. Aumentos digitales de células marcadas en la figura 2, en los cuales se muestran los sitios de incorporacion de la BrdU
en los que es posible visualizar la marca en forma de “motas” que se encuentran asociadas a grandes grumos de cromatina
compacta adosados a la envoltura nuclear, y en ocasiones a grumos que se localizan en la parte central del ndcleo. Los
esquemas representan los sitios de incorporacion de la BrdU con respecto a la arquitectura nuclear.



La marca tipo Il, a diferencia de la marca tipo |, se encuentra generalmente
asociada tanto a cromatina laxa como a grumos de cromatina compacta; esto
puede apreciarse mejor en los aumentos digitales que se muestran en la figura
16. En la misma figura también es posible observar esquemas en donde se

ilustra mejor el segundo tipo de incorporacion.

A las dos y tres horas de incorporacién (figuras 13 a 16), también se puede
observar dos tipos distintos de marca, que al igual que en treinta minutos, estan
caracterizadas una por presentar “motas” localizadas principalmente hacia la
periferia del nucleo, muy pegadas a la envoltura nuclear (figuras 13 y14), que
parecen corresponder también a grumos de cromatina compacta, esto puede
ser corroborado observando, en ambos tiempos de incorporacion, el traslape
de Rojo Texas (RT) con DAPI en la figura 14.

El otro tipo de marca que se presenta a los 30 minutos tanto a 2 como a 3
horas de incorporacion (figuras 15 y 16), esta caracterizado por presentar “foci”
0 puntos localizados en todo el volumen nuclear, tanto en cromatina laxa como

compacta (esquemas de la figura 16).

El primer tipo de marca presente en estos tres primeros tiempos de
incorporacion de BrdU puede ser observado principalmente en los estadios V y
VI (figura 17). Mientras que el segundo tipo de marca caracterizada por
presentar “foci” se encuentra en los estadios VIII y IX (figura 18) del ciclo del
epitelio seminifero en los cuales es posible encontrar células en preleptoteno,
gue histéricamente eran denominadas células en estado “resting” (Leblond &
Clermont, 1952).
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30 minutos 24 horas




F k B

Figura 15. Micrografias Opticas, donde se inmunodetecté a la BrdU, y se observa el segundo tipo de marca caracterizado en este trabajo,
marca en forma de “foci” esparcida en todo el volumen nuclear, tanto en cromatina laxa como compacta. Este tipo de marca se puede
observar en todos los tiempos de incorporaciéon y se presenta al igual que el tipo de marca anterior, en células muy pegadas a la
membrana basal, principalmente en los estadios VIl y IX de la onda espermatogénica de la rata.

30 minutos 24 horas




DAPI/RT DAPI/RT

10 um 10 pm 10 pum

ESQUEMA ESQUEMA ESQUEMA ESQUEMA

Cit

Cit

Figura 16. Aumentos digitales de células marcadas en la figura 4, en los cuales se muestran los sitios de incorporacion de
la BrdU lo que hace posible observar la marca en forma de “foci” que se encuentra asociada tanto a cromatina laxa como
compacta. Los esquemas representan los sitios de incorporacion de la BrdU con respecto a la arquitectura nuclear. Lo que
hace posible destacar que este tipo de marca no se ve regionalizada, sino que se distribuye por todo el volumen nuclear.



Figura 17. Hematoxilina y eosina de los estadios V (izquierda) y VI (derecha) de la onda
espermatogénica de la rata, estadios en los cuales se observa la marca tipo I. La posicion de
las espermatidas elongadas con respecto a la membrana basal marca la diferencia entre un
estadio y otro.

Figura 18. Hematoxilina y eosina de los estadios VIII (izquierda) y IX (derecha) de la onda
espermatogénica de la rata, estadios en los cuales se observa la marca tipo Il. En el estadio
VIl la posicién de las espermétidas elongadas marca la diferencia entre estadios previos a
éste; en el estadio IX solamente hay presentes una generacion de espermatidas.
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VIIL.3 Incorporacion de BrdU a 24 h

A las 24 horas de incorporacion de BrdU, al igual que en todos los tiempos
anteriores en los que encontramos marca (30 minutos, 2 y 3 horas), éstas se
muestran en forma de “motas” adosadas a la envoltura nuclear (Figuras 13 y
14), en células pertenecientes a los estadios V y VI (figura 17). Las marcas en
forma de “foci” esparcidos por todo el volumen nuclear (figuras 15 y 16) estan
presentes principalmente en células pertenecientes a los estadios VIl y IX
(Figura 18) del ciclo del epitelio seminifero. El primer tipo de marca esta
asociada a cromatina compacta (Figura 14) y el segundo tanto a cromatina

compacta como a cromatina laxa (Figura 16).

Pero ademas de los dos tipos de incorporacion descritos para 30 minutos, 2y 3
horas, Unicamente a las 24 horas se presenta un tercer tipo de marca (marca
tipo Ill). Este tipo de marca esta caracterizado por presentar grandes “motas”
en el nucleo (Figuras 19 y 20), mismas que se pueden observar asociadas
principalmente a cromatina compacta (figura 20); esto puede visualizarse mejor
en el esquema de la figura 20. Las células que presentan el tercer tipo de
marca también se encuentran muy pegadas a la membrana basal del tabulo
seminifero principalmente en los estadios Xll y Xl (figura 21) del ciclo del

epitelio seminifero.

Cabe destacar que a este tiempo de incorporacién de 24 h, en el estadio XII
(figura 21), ademas de observarse células con marca tipo Il también
ocasionalmente es posible encontrar, aunque con menor frecuencia, células
con un patrén de marcado muy parecido al tipo Il (figuras 22 y 25). Estos
resultados muestran que a las 24 h de incorporacion, en algunos tubulos
seminiferos es posible distinguir dos distintos tipos de incorporacién juntos
(marca tipo Il y marca tipo lll), siempre presentes en células pegadas a la
membrana basal, es decir con una posicién mas externa que la fila de células

en etapa de paquiteno (figura 22).

47



24 horas
RT

DAPI/RT

Figura 19. Micrografias dpticas, donde se observa el tercer tipo de marca (marca tipo Ill), la
que se distribuye en forma de grandes grumos o motas. Este tipo de marca so6lo se puede
observar a las 24 h de incorporacion de BrdU, principalmente en los estadios Xl y Xl de la

onda espermatogénica de la rata.

VIIl.4 Conteo de Células positivas a la BrdU

Para poder evaluar con mayor claridad, de manera cuantitativa y no soélo
cualitativa, las diferencias entre los distintos tipos de marcas observados a los
distintos tiempos de incorporacion, se llevd a cabo un conteo de las células
marcadas en 30 tubulos seminiferos por cada tiempo de incorporacion (30
minutos, 2, 3y 24 horas) con cada tipo de marca (marca tipo 1, tipo 2 y tipo 3) y
se calculé un indice de marcado por tubulo seminifero. Dicho indice de
marcado mostré un panorama del numero de células marcadas (que
incorporaron BrdU) con respecto al niumero de células no marcadas, esto se
explica de manera detallada en material y métodos, posteriormente, los
resultados de los distintos tibulos seminiferos se promediaron y se graficaron
(figuras 23, 24 y 25).
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DAPI/RT

10 pm

ESQUEMA

Figura 20. Aumentos digitales de células marcadas en la figura 19, en los cuales se
muestran los sitios de incorporacién de la BrdU y es posible observar la marca en forma
de grandes “motas” que corresponden a cromatina compacta. El esquema muestra los
sitios de incorporacién de la BrdU con respecto a la arquitectura nuclear y destaca que

este tipo de marca ve regionalizada.

Figura 21. Estadios de la onda espermatogénica en donde se encuentra el tercer tipo de marca

caracterizado en este trabajo, en ambos casos solamente hay una generacion de espermatidas
en proceso de elongacion.
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Figura 22. Tubulo seminifero en estadio Xll de la onda espermatogénica con incorporacién de BrdU de 24 h En A se puede observar dos

distintos tipos de incorporacion juntos, la marca tipo Il (flechas amarillas) y la marca tipo Ill (cabezas de flechas amarillas). En B se muestra
con la técnica DAPI que las células marcadas siempre estan mas pegadas a la membrana basal (flechas y cabezas de flechas amarillas), los

paquitenos estan marcados con flechas verdes.
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Los resultados promediados muestran una clara diferencia, en cuanto el
namero de células marcadas, entre la marca tipo | y la marca tipo |l
encontrada en todos los tiempos de incorporacion de BrdU, asi como la marca
tipo lll, que solo fue encontrada a las 24 horas. Para el caso de la marca tipo
I, el promedio del indice de marcado de los 30 tubulos contados por cada
tiempo de incorporacion es menor que 0.5 en todos los casos, incluso esta por
debajo de 0.4 a las 3 horas (figura 23A). Esto demuestra que solamente la
mitad o menos de la mitad de las células que podrian estar marcadas,

presentan marca.

Para la marca tipo Il, el promedio de los 30 tubulos contados por cada tiempo,
muestra un indice de marcado superior a 0.8 en todos los casos (figura 23B)
incluso la diferencia es tan pequefia que solamente puede observarse en el
rango de 0.875 a 0.9 (figura 24), donde sé6lo hay 0.025 de diferencia, en la
escaladeOal.

El analisis de varianza (ANOVA) realizado muestra que, en la marca tipo |
entre los diferentes tiempos de incorporacion, hay diferencias estadisticas, ya
gue la significancia (valor de P) es de 0.891, de modo que al realizar la prueba
post hoc (Duncan), el indice de marcado a las 3 horas difiere de los demas

tiempos situdndolo en un grupo distinto (figura 23A).

Para el caso de la marca tipo Il, el andlisis de varianza muestra una
significancia de 0.000, de modo que no hay diferencias estadisticamente
significativas, y por tanto no fue necesario realizar el andlisis de rangos

multiples y los datos pueden ser agrupados en uno solo (figura 23B).
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Marca tipo |

0.9 -
0.8 -
0.7 4
0.6 - a a
0.5 A
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

Indice de marcado

30 minutos 2 horas 3 horas 24 horas

A Tiempo de incorporacién de la BrdU

Marca tipo Il

1 a d d d
0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

Indice de marcado

30 minutos 2 horas 3 horas 24 horas
B Tiempo de incorporacion de la BrdU

Figura 23. Promedios del indice de marcado en todos los tiempos de incorporacion utilizados
en este trabajo. En A se muestra el promedio para la marca tipo |, en donde es posible
observar que dicho indice de marcado no sobrepasa el valor 0.5 en ninguno de los tiempos de
incorporacion, lo cual es indicio de que la mitad o menos de las células que podrian estar
marcadas, presentan marca, a las 3 horas hay una diferencia estadisticamente significativa, por
lo cual es posible reconocer dos distintos grupos de datos, el a 'y el b. Por otro lado, en B se
muestran los promedios para la marca tipo Il, en donde los valores sobrepasan el indice de
marcado de 0.8, lo cual indica que mas de la mitad de las células que podrian presentar marca
positiva, la muestran, en este caso no hay diferencias estadisticas por lo que se pueden

agrupar los datos en uno solo, el grupo a.
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Marca tipo Il
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0.88 - - - -
0.875 -

30 minutos 2 horas 3 horas 24 horas

Indice de marcado

Tiempo de incorporacién de la BrdU

Figura 24. Aumento de la figura 23B para ejemplificar la diferencia entre los promedios de los
indices de marcado para la marca tipo Il a todos los tiempos de incorporacion, la diferencia es
tan pequefia que solo puede ser observada en un rango de 0.875 a 0.925 en una escala de 0 a

1. Las desviaciones estandar no se observan por completo ya que se salen del rango ilustrado.

Para el tercer tipo de marca, los resultados del conteo muestran que el
promedio de los tubulos contados a las 24 horas de incorporacién no tienen un
indice de marcado mayor a 0.4 (figura 25), también es posible destacar que a
este tiempo de incorporacion y en los estadios en donde es posible observar la
marca tipo Il (figura 21), también encontramos células que presentan una
marca que se asemeja mucho a la marca tipo Il (figuras 15 y 16), con un
indice de marcado apenas superior a 0.3 (figura 25). Si se realiza la suma de
los indices de marcado de ambos tipos de marca, es posible observar que este

es mayor a 0.7 (figura 26).
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0.8 -
0.7 -
0.6

0.5

0.4 1 B Marca tipo 3

Indice de marcado

2

0.3 4 B Marca tipo 2

0.2 -

24 horas
Tiempo de incorporaciénde la BrdU

Figura 25. indice de marcado para los dos tipos de marca encontrados a las 24 horas de
incorporacion; para la marca tipo lll, el indice de marcado tiene un valor apenas superior a 0.4,
mientras que la marca tipo Il tiene un indice de marcado arriba de 0.3.

Suma de marcas tipo Il y tipo lll a las
24 horas de incorporacion

0.8 -
0.7 -
0.6 -

0.4 7

Indice de marcado

0.3 -
0.2 A

24 horas
Tiempo de incorporacion de la BrdU

Figura 26. Suma de los indices de marcado correspondientes a las marcas tipo Il y tipo Il
encontradas a las 24 horas de incorporacion. La suma sobrepasa el valor de 0.7, por lo cual en
este trabajo se propone que las células que muestran la marca tipo Il son células que en

algin momento presentaron marca tipo Il.

54



IX. Discusion:

Este trabajo se utiliz6 el compuesto quimico BrdU que se ha visto que se
incorpora al ADN recién sintetizado de células en replicaciéon (Indiana
University, 1910); antes de que se usara la BrdU para marcar células en
replicacion, se empleaban compuestos radioactivos como la timidina tritiada, la
cual se detectaba mediante métodos autoradiograficos. Los métodos
autoradiograficos incluso han servido para la realizacion de trabajos que
estudian el ciclo celular en espermatogonias y espermatocitos en testiculo de
ratén (Monesi, 1962b).

Los trabajos que han utilizado a la BrdU como marcador de células en proceso
de replicacion se han centrado en diferentes aspectos de la replicacion en
levaduras (Borde et al.,, 2000; Smith et al., 2001) y en aspectos de la
replicacion de células de la linea germinal de mamiferos machos, los que han
prestado una mayor atencién a células no meidticas (espermatogonias)
(Ehmcke et al., 2005) o a la estimacion de la duracion de todo el ciclo del
epitelio seminifero en ratas (Rosiepen & Weinbauer, 1994), e incluso en
primates (Rosiepen et al., 1997), sin poner especial énfasis en la sintesis de

ADN pre-meiética, de la cual se ocupa este trabajo.

Existen diferencias en cuanto al tipo de marcado que podrian correlacionarse
con los tipos celulares que incorporan BrdU.

Los distintos tiempos de incorporacion de BrdU que se usaron en este trabajo
han dado indicios de que existen diferencias en cuanto a los tipos de marcas
observados (figuras 14, 16 y 20). Dependiendo los estadios de la onda
espermatogénica en los cuales se encuentran las células marcadas, asi como
de la morfologia y posicion de éstas con respecto a otros tipos celulares y al
tubulo seminifero, se puede correlacionar el tipo de marca con los tipos
celulares espermatogonia B (fase S mitdtica) marca tipo | (estadios V-VI),
células en preleptoteno (fase S meiotica) marca tipo Il (estadios VIII-IX) y
finalmente células en profase meidtica temprana (leptoteno o cigoteno) marca
tipo Il (estadios XII-XIlI) (tabla 5).
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En los primeros 3 tiempos de incorporacion de BrdU (30 min 2 y 3 horas)
basicamente se encontraron solo dos tipos de marca, éstas son, en los
estadios V y VI (marca tipo I) y en los estadios Xlll y IX (marca tipo Il). A las
24 horas es en el Unico tiempo en el cual se evidencia un tipo de marca
adicional, ésta se nota en los estadios Xl y XIII (marca tipo Ill) y no se puede
observar a tiempos cortos de incorporacién, lo que podria deberse a que a los
tiempos cortos de incorporacién no son suficientes para que la célula que
incorpora la BrdU en la fase S meidtica anterior, en el preleptoteno transite
hasta etapas de leptoteno tardio o cigoteno temprano (figura 27) y que la
cromatina sufra el reacomodo espacial que dara lugar al tercer tipo de marca
(figura 20), ya que durante la transicion del leptoteno a cigoteno, los
cromosomas estan anclados a la cara interna de la membrana nuclear

mediante sus secuencias telomeéricas, en algo denominado placa de adhesion,

RT RT RT
_ pm 10um T

Fase S mitética  Fase S meidtica Leptoteno-Cigoteno

21.3 hrs. 49.9 hrs.
(0.8 dias) (2 dias)

Estadio V-VI Estadio VIl Estadio XII-XIII

Figura 27. Esquema de los diferentes tipos de marca relacionados con el tipo de sintesis que
podria estarse llevando a cabo. También se muestran los estadios en los cuales se observan
los tipos de marca y el tiempo que dura la fase S mitética (8 horas), la fase S meiética (84.1

horas), el leptoteno (21.3 horas) y el cigoteno (49.9 horas) (Adler, 1996).

por medio de la cual los cromosomas se mueven y se colocan en extrema

cercania hasta que se forma un arreglo parecido a un ramo de flores, mejor
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conocido como bouquet, este arreglo especifico persiste durante todo el
cigoteno e incluso ha sido observado en paquiteno, en etapas muy tempranas
(Hernandez-Hernandez et al., 2009; Pfeifer et al., 2003; Zickler & Kleckner,
1998).

El tiempo de 24 horas de incorporacion, es suficiente para que la célula en
proceso de replicacibn meidtica incorpore BrdU muy al final de la fase de
sintesis y transite hasta leptoteno tardio e incluso cigoteno temprano (figura
27), esta propuesta también es consistente con los tipos celulares descritos
para los estadios Xll y Xlll de la onda espermatogénica (Hermo et al., 2010;
Lagarrigue et al., 2011; Leblond & Clermont, 1952), estadios en los cuales se

encuentra la marca tipo Ill (figuras 20 y 22).

Tabla 5. Resumen de los estadios en los cuales pueden ser encontrados los distintos tipos de
marcas a diferentes tiempos de incorporacion de BrdU, asi como los tipos celulares propuestos

por tipo de marca.

Tiempo de
Tipo Celular Fase S Tipo de Marca Estadio incorporacién
en los que se

presenta

30 min, 2, 3y 24

Espermatogonias B Mitética I V-VI horas
Espermatocitos en 30 min, 2,3y 24
preleptoteno Meidtica I VII-IX horas

Espermatocitos en

profase | meidtica | --------------------- 11 XI-X111 24 horas

La marca tipo | corresponde a fase S mitética:

En este trabajo se propone que la marca tipo | corresponde a una marca
mitética. Ya que al igual que en testiculo, en intestino podemos observar un
patron parecido a la marca tipo |, sin importar el tiempo de incorporacién; el
material que tuvo incorporacién de BrdU durante 30 minutos se ve igual al que
incorpor6 durante 24 horas (figura 28). Cabe destacar que en el intestino las
células se dividiran constantemente, en las criptas, para renovar el epitelio,

dichas divisiones comprenderan una fase de sintesis de ADN mitética.
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Este tipo de marca observada en testiculo (figura 14) también puede ser
correlacionado con la arquitectura de la cromatina en espermatogonias B, la
gue se dispone en grandes grumos y una gruesa capa compacta adosada a
envoltura nuclear (Leblond & Clermont, 1952). Esta disposiciéon es lo que causa
que la BrdU produzca un marcado en forma de “motas” principalmente
ubicadas hacia la periferia de la envoltura nuclear (figura 14).

Conteo de células.

El conteo de células positivas a la BrdU corrobora el hecho de que las células
preleptoténicas son originadas debido a una division mitética de las células
espermatogonias B y nos da indicios de que las células que presentan marca
tipo Il, en todos los tiempos de incorporacion utilizados en este trabajo, son
mas numerosas (figura 23B) con respecto a las que tienen la marca tipo |
(figura 23A). Esto puede deberse a que las células que muestran la marca tipo
| eventualmente daran origen a las células que presentan marca tipo Il

mediante una divisién mitotica, por lo que el nUmero de células se duplicaria.

Por otro lado, el que el numero de células que exhiben marca tipo Il no sean
exactamente el doble de las que tienen marca tipo |, puede deberse a que no
todas las espermatogonias B que se dividen dan origen a células
preleptoténicas, algunas dan origen a otras espermatogonias B (Hermo et al.,
2010) y otras incluso sufren procesos de muerte celular programada (Bartke,
1995; Billig et al., 1995).

El andlisis de varianza realizado muestra que en la marca tipo | si hay
diferencias significativas entre los tiempos empleados y la prueba de rangos
multiples ubica la diferencia a las 3 horas de incorporacién, esto puede deberse
a que algunas espermatogonias tipo B que presentaban marca tipo | en el
tiempo de 2 horas, a las 3 horas ya hayan dado origen a espermatocitos
primarios en preleptoteno, y estos ahora presenten marca tipo Il. El que a las
24 horas se restablezca el indice de marcado puede deberse a la division
celular de algunas espermatogonias A que a las 24 horas dieron origen a mas
espermatogonias B que presentaran marca tipo I.
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30 minutos 24 horas

Figura 28. Incorporacion de BrdU en intestino (en las criptas), a 30 minutos y 24 horas, en

donde se observa un marcado muy parecido a la marca tipo |, observado en células de la linea

germinal, especificamente en las células que proponemos que son espermatogonias tipo B.

Para la marca tipo Il el analisis de varianza entre los tiempos de incorporacion

de BrdU, no muestra diferencias estadisticamente significativas, lo que es
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indicio de que a todos los tiempos, en los estadios indicados (tabla 5), es
posible observar casi la misma cantidad de espermatocitos primarios en

preleptoteno.

El conteo de células con incorporacion de BrdU por 24 horas nos muestra un
fendmeno tipico, ya que el numero de células con marca tipo Ill es incluso
menor (figura 25) al de células con marca tipo | contadas en casi todos los
tiempos de incorporacion (figura 23A), esto podria deberse a que a las 24
horas no todas las células que incorporaron BrdU durante el preleptoteno
alcanzaron a transitar hasta etapas de leptoteno tardio o cigoteno temprano, en
donde ya es posible observar el arreglo especial de la cromatina denominado
“bouquet” (Hernandez-Hernandez et al., 2009; Pfeifer et al., 2003; Zickler &
Kleckner, 1998); por lo cual existen todavia, aunque en menor medida, células
con una marca tipo Il (figura 22).

Consistente con esta propuesta, al realizar la suma del indice de marcado de
las células que presentan marca tipo Ill con el indice de marcado de las
células que presentan una marca parecida a la marca tipo Il a las 24 horas en
los estadios Xl y Xl (figura 26), es posible resaltar que la frecuencia de
marcado resultante se parece mas al indice observado en todos los tiempos de
incorporacion para la marca tipo Il en los estadios Xlll y IX (figura 23B).

Los resultados presentados en este trabajo muestran que el marcado con BrdU
a diferentes tiempos podria servir como una herramienta util para diferenciar
distintos tipos celulares. Sobre todo los que llevan a cabo diferentes tipos de
sintesis de ADN como lo son espermatogonias B (sintesis mit6tica) y células en
preleptoteno (sintesis meidtica) y de esta forma posteriormente trabajar solo

con el tipo celular de interés.

De igual modo se podria utilizar como una técnica adicional que permita al
investigador trabajar con fracciones enriquecidas en las que el patrén de
incorporacion proporcione informacioén del tipo celular que se tiene. Por
ejemplo, si se usaran dispersiones, aunque no existan asociaciones celulares
como en el tibulo seminifero, si se podrian tener los datos de los tipos de

incorporaciéon, de modo que esto incluye una caracteristica adicional para la
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determinacién y clasificacion de las células; ademas del posible empleo de

marcadores de proteinas especificas de la meiosis.
El hecho de que en el preleptoteno se muestre un patron caracteristico (marca

tipo 1) ofrece una excelente ventaja para trabajar otros aspectos de la fase S

meidtica.
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X.

Conclusiones:

A tiempos cortos de incorporacién de BrdU (30 min., 2 y 3 horas) se
observan dos distintos tipos de marca, una caracterizada por presentar
“motas” adosadas a la envoltura nuclear principalmente, denominada en
este trabajo marca tipo I, que se puede correlacionar con células que
estan llevando a cabo sintesis mitética, especificamente
espermatogonias tipo B.

El segundo tipo de marca caracterizado por presentar “foci” esparcidos
por todo el volumen nuclear, marca tipo Il, puede ser correlacionado
con células que estén llevando a cabo sintesis meiotica de ADN, es
decir, células preleptoténicas.

A las 24 horas de incorporacion, se observa un tercer tipo de marca
adicional (marca tipo lll), caracterizada por presentar grandes “motas”
en el nucleo, mismo que puede ser correlacionado con la formacién del

“bouquet” en células en etapa de transicion entre leptoteno y cigoteno.

En los estadios V y VI del ciclo del epitelio seminifero se encuentran

células con marca tipo |.

En los estadios VIl y 1X, principalmente, se observan células con marca

tipo Il.

En los estadios del ciclo Xl y XllI del epitelio seminifero después de 24
horas de incorporacion de BrdU, estdn presentes tanto células con

marca tipo lll como células con marca tipo Il.

Los indices de marcado del conteo celular permiten inferir que las
espermatogonias B que muestran marca tipo |, mediante una division
mitGtica daran origen a células en preleptoteno que exhiben marca tipo
II; mientras que las que presentan una marca tipo Il (espermatocitos

primarios entre el leptoteno-cigoteno), son el resultado de la transicion
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de sus predecesoras que presentan marca tipo Il (células en

preleptoteno).

Los analisis de varianza entre los tiempos de incorporaciéon y la prueba
de rangos multiples, muestran que hay diferencia estadistica en la marca
tipo | a las 3 horas. Mientras que en la el ANOVA no muestra diferencia
estadistica entre los tiempos de incorporacion en la marca tipo Il

La disposicion espacial de la cromatina dentro del nucleo es
caracteristica de cada tipo celular analizado en este trabajo
(espermatogonias B, espermatocitos en preleptoteno y espermatocitos
primarios en leptoteno o incluso cigoteno) y esto puede ser evidenciado
mediante el marcaje con BrdU.

La técnica utilizada en este trabajo, puede ser usada en tiempos cortos
de incorporacion (30 min, 2 6 3 horas), para diferenciar entre
espermatogonias B (células mitéticas) y espermatocitos en preleptoteno
(células meidticas), por medio del arreglo espacial de la cromatina al

incorporar BrdU.
La incorporacion de BrdU de 24 horas, evidencia espermatocitos

primarios en la ultima fase S meidtica que transitan hasta estadios

tempranos de la profase meiética | (leptoteno e incluso cigoteno).
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XI.

Perspectivas:

Los resultados obtenidos en este trabajo podrian ser correlacionados
con el tipo de cromatina (heterocromatina constitutiva o facultativa, asi

como eucromatina) que esta incorporando a la BrdU.

Observar el comportamiento tanto de telomeros como de centrémeros,
para ver si es posible relacionarlo con la marca tipo Il observada a las

24 horas de incorporacion.

También es posible realizar hibridaciones in situ para observar el
comportamiento de los cromosomas durante el proceso de la replicacion

meidtica.

Realizar incorporaciones de BrdU vy trabajar con dispersiones para
observar todo el volumen nuclear y de este modo corroborar nuestros

resultados en los cuales trabajamos con cortes por parafina.

Se podrian relacionar los diferentes tipos de marca de la BrdU con
marcadores especificos de la meiosis para mejorar el entendimiento de

los tipos celulares que estan incorporando BrdU.

Separar a las células que presentan marca tipo Il, para poder realizar
estudios bioquimicos con ayuda de proteinas especificas de la meiosis
recién sintetizadas durante la fase S meiotica como hicieron con Rec 8
(Cha et al., 2000; Watanabe et al., 2001) o Spoll (Cha et al., 2000).
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Anexo 1. Numero de estadios en los cuales se divide el ciclo del epitelio seminifero de la rata,

catorce en total, indicados con nimeros romanos |-XIV, los cuales se utilizaron para clasificar
los estadios en los cuales encontramos marca positiva para la BrdU, tomado de Lagarrigue et
al., 2011.
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