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ABREVIACIONES

LSC: Ligamento Suspensor Craneal.

NGF: Nervio Genitofemoral.

CGRP: Péptido Relacionado con el Gen de la Calcitonina.

CO: Criptorquidia.

IGCNU: Neoplasia Intratubular de Células Germinales no Clasificada.

POUSF1: Factor de transcripcion que regula la pluripotencialidad de los gonocitos.
AP-2y: Factor de transcripcion activador de la proteina-2.

NANOG: Factor de transcripcion que mantiene la pluripotencialidad de los gonocitos.
c-Kit: Receptor del SCF.

PLAP: Fosfatasa Alcalina Placentaria.

STRAS8: Proteina citosélica rica en acido glutamico, propia de espermatogonias.
NCAM: Molécula de Adhesion Neuronal.

SCF: Factor de Células Stem.

PDGF: Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas.

EGF: Factor de Crecimiento Epidermal.

OX: Orquidopexia.

Grupo Control: Animales sin manipulacién ni tratamiento alguno.

Grupo IGCNU-CO: Animales con criptorquidia que desarrollaron IGCNU.

Grupo IGCNU-CO/CG/VH: Animales con criptorquidia que desarrollaron IGCNU, fueron
tratados con Gonadotropina Coridnica y al momento dela orquidopexia solo se les inyecto

Vehiculo.

Grupo IGCNU-CO/CG/EGF: Animales con criptorquidia que desarrollaron IGCNU, fueron
tratados con Gonadotropina Coridnica y al momento dela orquidopexia se les inyectd

EGF.



RESUMEN

La criptorquidia (CO; OMIM # 219050) es un factor de riesgo para el desarrollo de la
Neoplasia de Células Germinales Intratubular no Clasificada (IGCNU). Y se propone al
gonocito como responsable del desarrollo de la IGCNU, ya que ambas expresan proteinas
de pluripotencialidad e indiferenciacion como, POU5F1, c-Kit y Fosfatasa Alcalina. Los
gonocitos de pacientes con CO mantienen la expresion de dichas proteinas,
probablemente debido a que la células sustentaculares no proporcionan factores de
diferenciacién como PDGF, Acido Retinoico (AR), Factor de Crecimiento Epidermal (EGF)
entre otros, impidiendo la diferenciacion del gonocito a espermatogonia y favoreciendo su
malignizacion. Por lo cual, resulta importante estudiar la diferenciacion de los gonocitos y
evitar asi la malignizacion de éstas células, por lo cual en este trabajo se desarroll6 un
modelo animal con Neoplasia Intratubular de Células Germinales y antecedente de CO, al
cual se le administré el EGF. Para lo cual, se utilizaron 20 gazapos machos Chinchilla
Oryctolagus cuniculus. Los cuales fueron distribuidos en cuatro grupos: el grupo Control,
grupo IGCNU-CO, grupo IGCNU-CO/CG/VH y grupo IGCNU-CO/CG/EGF. Los grupos a
excepcion del grupo Control fueron administrados con 17-B-Estradiol, a partir del dia 7-60,
logrando desarrollar CO y IGCNU a largo plazo. De los 90 a los 105 dias post-parto (dpp)
se administré6 Gonadotropina Coriénica (CG), favoreciendo el desarrollo del escroto. A los
105 dpp se realiz6 la orquidopexia y administracion del EGF via retrograda en la red
testicular. Finalmente a los 200 dias se realizd la eutanasia y obtencién de muestras.

Observando en el grupo Control; testiculos descendidos y desarrollo completo del epitelio

seminifero. El grupo IGCNU-CO; presentd testiculos no descendidos y ausencia de
escrotos con alteraciones histopatolégicas y alta inmunopositividad a POU5SF1. El grupo

IGCNU-CO/CGI/VH; presentd desarrollo de escrotos e histolégicamente se logré la

diferenciaciéon de algunos gonocitos a espermatogonias y espermatocitos, presentando
alta inmunopositividad a Ki-67 y c-Kit y baja expresién de POU5F1. El grupo IGCNU-
COICG/EGF; presenté desarrollo de escrotos, la histologia se observé similar al grupo
VH, aument6 la expresién de Ki-67 y c-Ki y la expresidon de POU5SF1 disminuyd. La
orquidopexia por si sola favorecié la diferenciacion de los gonocitos, redujo algunas
alteraciones identificadas en la IGCNU y disminuy6 la inmunopositividad a POUS5SF1,
evitando probablemente el riesgo de malignizacion de las células germinales a futuro. Sin
embargo proponemos que se requieren mas estudios sobre el papel del EGF sobre la

diferenciacién de los gonocitos.



Pregunta de investigacion: ¢EI Factor de Crecimiento Epidermal induce la
diferenciacion de los gonocitos en un modelo animal con neoplasia Intratubular de células

germinales y antecedente de criptorquidia?

1. Antecedentes
1.1. Descenso testicular

Durante la gestacion los testiculos se ubican en una posicibn abdominal y estan
sostenidos por dos ligamentos, el Ligamento Suspensor Craneal (LSC) que mantiene a
los testiculos unidos hacia la parte posterior del abdomen, muy cercanos a los rifiones y el
gubernaculo, el cual conecta a los testiculos a través del epididimo hacia el futuro canal
inguinal y posteriormente a la base del escroto. El descenso testicular es un proceso
complejo y gradual que requiere la interaccion de factores genéticos, anatdmicos y
hormonales que en conjunto permiten que ambos testiculos desciendan hacia las bolsas
escrotales. Foresta et al. (2008) describen el mecanismo del descenso testicular, el cual

se lleva a cabo en dos fases:

La primera fase transabdominal, en el humano inicia durante la semana 10 a la 23 de
gestacion y es regulada principalmente por el factor asociado a la insuina-3 (INSL3), el
cual actia sobre el gubernaculo a través su receptor LGR8 induciendo el crecimiento del
mismo, debido tanto a la proliferacion de sus células como a la sintesis de
glicosaminoglicanos y acido hialurénico. Estos procesos dilatan el canal inguinal y el
escroto facilitando el paso del testiculo por estas estructuras. En esta fase también
participan la hormona inhibidora de los conductos paramesonéfricos (MIS) causando la
involucion de los conductos paramesonéfricos ademas de tener un efecto indirecto sobre
el crecimiento del gubernaculo y finalmente la testosterona que actla sobre el LSC
haciendo que este involucione, permitiendo que el testiculo permanezca cercano al anillo

inguinal interno, causando la migracion del testiculo hacia la regién inguinal (Figura 1).
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Figura 1. Se muestra el modelo de descenso testicular en humanos para la primera fase transabdominal que
es dependiente de INSL3, que al igual que la testosterona son sintetizados por las células intersticiales (L),
MIS que es sintetizada por las células sustentaculares (S) y las estructuras involucradas en este proceso
(Modificado de Foresta et al., 2008).

La segunda fase inguinoescrotal, en el humano continda alrededor de la semana 26 y
concluye en la semana 28 de gestacién. Esta fase es regulada principalmente por la
testosterona y la presién abdominal. La testosterona actla a través de los receptores de
andrégenos del gubernaculo y que se propone participan en la regresion del gubernaculo
(Barthold et al., 2000), o indirectamente a través del nervio genitofemoral (NGF), que en
respuesta a la testosterona, libera el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) induciendo la contraccion del gubernaculo y de esta forma desplaza al testiculo
hacia el escroto (Yong et al., 2008) (Figura 2).

En el conejo el descenso inicia en los ultimos dias de la gestacion y concluye a los 50
dias después del nacimiento (Vigueras et al 2013). Cuando el descenso testicular se ve
interrumpido en la primera o segunda fase, los testiculos no descienden adecuadamente y

se presenta una patologia denominada criptorquidia (CO).
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Figura 2: Se muestra el modelo de descenso testicular en humanos para la segunda fase inguinoescrotal
gue es dependiente de testosterona, la cual actla sobre el gubernaculo haciendo que este involucione e
indirectamente via el Nervio Genitofemoral (NGF) y el péptido relacionado al gen de la calcitonina para la

contraccién del mismo, y las estructuras involucradas en este proceso (Modificado de Foresta et al., 2008).




1.2. Criptorquidia

La CO se define como la falla en el descenso de uno o ambos testiculos dentro del saco
escrotal. La etiologia de la CO es multifactorial, puede ser sindromatica o asindromatica.
Sin embargo, en la actualidad se propone que la alta incidencia se debe a la exposicion
frecuente a sustancias quimicas, con propiedades estrogénicas que son capaces de
interferir en la sintesis o en la accion de andrégenos durante la gestacioén, es lo que se le
conoce como disruptores enddcrinos. El 173 estradiol es la forma mas potente de
esteroides estrogénicos de mamiferos. Regula negativamente el eje hipotalamo-hipdfisis-
testiculo, reduciendo las concentraciones de andrégenos e inhibiendo el descenso
testicular (Vigueras et al., 2004).

Se estima que la CO tiene una incidencia del 2 al 8 % en varones recién nacidos vivos a
término (Hutson et al., 2010) y del 30% en prematuros (Campoy y Sancho, 2001), sin
embargo se ha reportado que el 50% de estos pacientes presentan descenso espontaneo
durante los primeros tres meses de vida, disminuyendo asi la incidencia de 0.9 a 2%
(Spencer y Gonzales, 2003). En México no se conoce la incidencia de la CO debido a que
no se cuentan con estudios epidemiologicos, sin embargo el INEGI en el 2013 reporta
1,300,026 varones recién nacidos vivos al afio y con base a la incidencia de 0.9 a 2%,

estimamos que 11,700 a 26,000 seran casos nuevos de CO por afio.

Una vez que se presenta la CO se predisponen efectos a largo plazo, ya que dicha
patologia representa el segundo factor de riesgo para el desarrollo de cancer testicular e
infertilidad en la edad adulta (tabla 1) (Alberts et al., 2008; Foresta et al., 2008).




Tabla 1. Factores de riesgo prondsticos en el desarrollo de tumores testiculares.

Factores de riesgo epidemioldgicos
e Antecedentes de criptorquidia

Sindrome de Klinefelter

Antecedentes familiares de cancer de testiculo en familiares de primer grado

Presencia de tumor contralateral

Neoplasia Intratubular de células germinales no clasificada (IGCNU) o infertilidad

Factores anatomopatolégicos de riesgo prondstico para determinar enfermedad metastasica oculta (en
estadio | exclusivamente)

e Estirpe histopatoldgica
e Seminoma
Tamafio tumoral (24cm)
Invasion de la “rete testis)
e No seminoma
Invasién vascular/linfatica o invasion peritumoral
Tasa de proliferacion (MIB-1) > 70%

Porcentaje de carcinoma embrionario > 50%

Clinicos (en enfermedad metastasica)
e Localizacion primaria
e Elevacion de los niveles de marcadores tumorales

e Presencia de metéstasis viscerales no pulmonares

Tabla 1: Se enlistan los factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer testicular (Alberts et al., 2008).




1.3. Cancer testicular

Desde 1999 Leissner y colaboradores, reportaron que la presencia de CO incrementa de
35 a 48 veces el riesgo de desarrollar una Neoplasia de Células Germinales Intratubular
no clasificada (IGCNU), se considera que esta neoplasia es un estado precursor del
cancer testicular en particular del seminoma, principalmente cuando se presenta la CO,
aun cuando se desciende el o los testiculos quirdrgicamente por medio de una
orquidopexia (OX) (Skakkebaek, 2001).

Actualmente se ha documentado, que la mayor parte del cancer testicular tiene su origen
a partir de la IGCNU (Garner et al., 2005). Aunque dicha asociacion esta establecida, se
desconocen los mecanismos celulares involucrados (Moss et al.,, 1986 y Garner et al.,
2008). Se reporta que el 50% de los pacientes diagnosticados con IGCNU, desarrollan
cancer testicular invasivo en aproximadamente 5 afios a partir de su diagnéstico
(Giwercman et al., 1988). También se conoce que la IGCNU coexiste con historia familiar
de CO (Giwercman et al., 1989).

Aunque los tumores de células germinales del testiculo comprenden sélo el 2% de todas
las neoplasias humanas y el 1% de los tumores malignos en hombres, son los canceres
mas comunes en varones jévenes de 20 a 40 afios (Tovar et al., 2005). Con una tasa de
mortalidad del 12.9% a nivel mundial. En México en el 2007 el cancer testicular fue la
cuarta causa de muerte en hombres, lo que representa el 11.8% del total de defunciones

en el sexo masculino (INEGI, 2007).

En los ultimos 50 afios se ha reportado un incremento en la incidencia del cancer
testicular en varios paises, incluyendo a Estados Unidos, Canada, Europa, Australia y
Nueva Zelanda (Liu et al., 2000 y Bray et al., 2006). La prevalencia mundial del nimero de
casos reportados de cancer testicular ha tenido un incremento del 100% desde 1936
(Ginsberg et al., 2007). En México la incidencia del cancer testicular es de 8.9 por cada
100 000 habitantes (Globocan, 2012). De los tumores de érganos genitales en este

género representa el 50% (Travis, 2002).




1.3.1. Clasificacién del cancer testicular

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer testicular se clasifica en tres
categorias: (a) tumores de células germinales; (b) tumores del estroma y del corddn
sexual; y (c) tumores mixtos de células germinales y células del estroma y cordén sexual.
Los tumores de células germinales representan del 90 al 95% de los casos de cancer
testicular, segun el sistema de clasificacion de la OMS (tabla 2) (Alberts et al., 2008).

Tabla 2: Clasificacion anatomopatolégica (modificada de la Organizacion Mundial de la Salud,
2004) (Alberts et al., 2008).

1. Tumores delas células germinales

¢ Neoplasia Intratubular de células germinales

e Seminoma (incluye casos con células sincitiotrofoblasticas)
e Seminoma espermatocitico

e Carcinoma embrionario

e Tumor de saco vitelino

e Coriocarcinoma

e Teratoma (maduro, inmaduro, con componente maligno)

e Tumores con mas de una estirpe histologica

2. Tumores de los cordones sexuales/estroma gonadal

e Tumor de células de Leydig

e Tumor de células de Sertoli (variante con alto contenido de lipidos, esclesorante, de células
grandes calcificadas)

e  Tumor maligno de células de Sertoli

e Granulosa (adulto y juvenil)

e Tumores del grupo de los tecomas/fibromas

e Otros tumores del cordon sexual/estroma gonadal (incompletamente diferenciados, mixtos)

e Tumores que contienen células germinales y del corddn sexual/estroma gonadal

(gonadoblastoma)

3. Otros tumores inespecificos del estroma
e Tumores del epitelio ovérico
e Tumores de los tubulos colectores y de la “rete testis”

e Tumores inespecificos del estroma (benignos y malignos)




1.4. Hipo6tesis propuesta para el origen de la IGCNU

Actualmente se propone que el origen de la IGCNU es durante el inicio del desarrollo
embrionario y fetal (Garner et al., 2008) y se plantea que los gonocitos de pacientes con
CO, son responsable del origen de la IGCNU. De manera normal, durante el desarrollo
testicular del feto los gonocitos expresan proteinas de pluripotencialidad como POU5F1,
AP-2y, NANOG, c-Kit y PLAP entre otras (tabla 3), las cuales se expresan a la alta
durante la etapa fetal temprana y su expresion decrece gradualmente, mientras que los
gonocitos se diferencian a espermatogonias inmaduras (Jorgensen et al., 1995b; Rajpert
et al., 2004; Gaskell et al., 2004; Honecker et al., 2004 y Rajpert, 2006;), posteriormente a
espermatogonias maduras, esto ocurre en diversas especies, incluyendo el humano, lo
cual se asocia con la expresion a la baja de los marcadores de pluripotencialidad. Otro
marcador que permite observar el desarrollo del gonocito es el Ki67 que es una proteina
nuclear cuya presencia se asocia estrictamente con el ciclo celular y se confina al ndcleo,
lo que sugiere un papel importante en el mantenimiento o regulacion del ciclo de divisién
celular, por lo cual ademas de ser un marcador de proliferaciébn es utilizado como
marcador diagnostico de tumores testiculares (Ciaputa et al., 2014). Asi mismo se ha
propuesto que en pacientes con antecedentes de CO el gonocito no logra su
diferenciacién a espermatogonia madura (Zivkovic et al., 2007, Cortés et al., 2012), la cual
se identifica por la expresion de genes especificos de espermatogonias como STRA8 Y
MAGE4 (Mitchell et al., 2008).

Por lo tanto, en los casos de los pacientes con CO, los gonocitos pueden permanecer
pluripotentes expresando proteinas de pluripotencialidad e indiferenciacion, haciéndolos
susceptibles a malignizarse y desarrollar una IGCNU (Rajpert, 2006). Esta teoria esta
respaldada por la semejanza morfolégica entre las células de la IGCNU vy los gonocitos
gue son células grandes, redondas, con bordes definidos, con uno o mas nucléolos, con
pocos organelos y mitocondrias dispuestas alrededor del nicleo; ademas ambos tipos
celulares comparten un fenotipo molecular muy similar (Sonne et al., 2009); incluso en el
semen de pacientes adultos con IGCNU, se ha demostrado la presencia de algunas
proteinas (POU5SF1, Ap2Y y NANOG) que les confieren caracteristicas de células
indiferenciadas y pluripotentes (Nielsen et al., 2011).

Es importante aclarar que en etapa neonatal, los gonocitos se encuentran acoplados a las

células de sustentaculares, via uniones tipo gap, y dependen de factores producidos por




las células sustentaculares, para su diferenciacion, tales como: Moléculas de Adhesion
Celular Neuronal (NCAM), Factor de las Células Stem (SCF), c-Kit, Caderinas de Hipofisis
y Cerebro de Tipo Corto (STPB-C), Factor de Crecimiento Derivado de Plaguetas (PDGF),
Acido Retindico (AcR), Stra8 y el Factor de crecimiento Epidermal (EGF), algunos de
estos se describen en la tabla 4.

El EGF es un polipéptido glicosilado compuesto por 53 residuos de aminoécidos, se
produce en la glandula submaxilar, células epiteliales de los tdbulos proximales renales,
préstata, vesicula seminal, hipdfisis anterior, estbmago y testiculo. El papel de éste factor
en la regulacion de la funcidon reproductiva masculina, implica la sintesis de la
testosterona (Sordoillet et al., 1991), por tanto se sugiere un efecto positivo del EGF en la
espermatogénesis a través de un mecanismo autdcrino. Especificamente se ha
demostrado que este factor aumenta la accién de gonadotropinas en la produccion de
testosterona al modular la actividad de enzimas involucradas en la biosintesis de la
testosterona y por incrementar la biodisponibilidad de colesterol para la esteroidogénesis

o por inducir la proliferacién de las células intersticiales (Moore y Morris, 1993).

Este factor esta involucrado en la espermatogénesis ya que promueve la diferenciacion de
las células germinales. Se sugieren que en la rata el EGF y otros miembros de esta
familia, tal como el factor de crecimiento transformante (TGF), tienen un papel especifico
en la regulacién de la actividad mitdtica de las espermatogonias en el epitelio seminifero,

ya que estimulan, in vitro la sintesis de DNA (Wahab et al., 2003).

Por otra parte, Kurokawa et al. (2005) demostré que la administracion del EGF combinado
con la OX en ratas con CO reduce las alteraciones histoldgicas testiculares, comparado
con la OX por si sola. Sin embargo, el analisis de resultados de éste trabajo fue a largo
plazo, por tanto no estudiaron el o los mecanismos por los cuales el EGF ejercié su

efecto, probablemente sobre la diferenciacion de los gonocitos testiculares.

Muchos de estos factores de diferenciacién han sido propuestos por estudios en animales
de laboratorio como la rata y el ratén. El momento en el cual se diferencian los gonocitos
a espermatogonias, varia con la especie, en el humano se inicia en el ultimo tercio de la
gestacion y se concluye entre el segundo al cuarto mes de edad (Brinster, 2002; Wu et al.,
2009) y en el conejo inicia en dia 50 y se concluye aproximadamente a los 70 dias
(Vigueras et al., 2013).




TABLA 3: Factores que mantienen la pluripotencialidad e indiferenciacion de los gonocitos.

NANOG

también
conocido como

ENK

Factor de transcripcion que mantiene la pluripotencialidad de las células, se
expresa en células stem y germinales embrionarias (Yamaguchi et al., 2005).
Su expresion en humano es alta a las 14 semanas de gestacion y
posteriormente se regula a la baja (Hoei-Hansen et al., 2005 y Kistensen et al.
2008).

c-Kit

El c-Kit fue descrito por primera vez en un tumor de células germinales por
Strohmeyer et al., (1991a) y en la IGCNU por Rajpert y Skakkebaek (1993),
seguido de varios estudios (Izquierdo et al, 1995; Strohmeyer et al., 1995 y
Bokemeyer et al.,, 1996), su expresion se regula a la baja con la edad. Sin
embargo su expresion puede contribuir al desarrollo neoplasico por prolongar la
sobrevida de células indiferenciadas (Stoop et al., 2008).

POUS5SF1

también
conocido como

OCT3/4

Primer factor de trascripcion descrito asociado con pluripotencialidad vy
especifico para células stem embrionarias (Schéler et al., 1989). Su expresioén
después de los 4 meses de edad, se considera como factor de riesgo para
malignizacion de los gonocitos (Looijenga et al., 2003).

AP-2y

Factor de trascripcién activador de la proteina 2, involucrado en la
sobrevivencia de gonocitos (Hoei-Hansen et al., 2004 y Almstrup et al., 2004).
Se expresa en gonocitos fetales y células de la IGCNU (Rajpert, 2006).

Pauls et al. (2005), demostré que el AP-2y se expresa desde la semana 12 a la
37 de la gestacion en gonocitos fetales y su expresion disminuye
progresivamente. El AP-2y regula la expresion de c-Kit en gonocitos humanos
(Yamamoto et al., 1993; Yasuda et al., 1993).

La expresion de AP-2y en varios estudios, apoya la hipétesis del origen de la
IGCNU a partir de los gonocitos, (Hoei-Hansen et al., 2004; Pauls et al., 2005;
Biermann et al, 2006).

Vasa

Este factor estd presente en células germinales humanas a través de su
desarrollo y maduracién (Castrillon et al., 2000 y Honecker et al., 2004) y
también se expresa en la IGCNU y en seminoma testicular (Zeeman et al.,
2002).

PLAP

Proteina que permite el desplazamiento de células germinales del alantoides a
hacia las crestas germinales. Su expresion permite identificar este tipo celular
(Buehr et al., 1993).




TABLA 4: Factores que inducen la diferenciacion de los gonocitos

NCAM

Glicoproteina de superficie que mantiene la adhesion entre las células de Sertoli y los
gonocitos (Wu et al., 2003). Es necesaria en la adhesion, divisién, diferenciacion y
migracion de distintos tipos celulares (Edelman y Crossin, 1991; Ling-Hong et al.,
1998). Su expresion en la rata se observa a los 5 dpp y desaparece los 15 dpp (Ling-
Hong et al., 1998).

SCF

Factor de células Stem, se expresa en el tejido somatico del embrién de humano y
raton, a lo largo de la via de migracion de las células germinales primordiales (CGP),
con alto nivel en la cresta genital (Keshet et al., 1991 y Matsui et al., 1991).

Cuando la CGP migra a la gonada y se diferencia a gonocito, las células
sustentaculares secretan SCF y puede mantener la sobrevida y actividad mitética del
gonocito humano (Strohmeyer et al., 1995).

STPB-C

Estudios in vivo e in vitro, reportan una alta expresion de esta proteina en el testiculo
de neonatos y su disminucién durante el desarrollo. Por su localizacion, se sugiere
que actua en las adhesiones entre las células sustentaculares y los gonocitos,
manteniendo la sobrevivencia y desarrollo de estas células germinales (Wu et al.,
2003).

PDGF

Factor producido por las células sustentaculares postnatales, regulan la proliferacion
(Gnessi et al., 1995 y Thuillier et al.,, 2003), migracién y diferenciacién celular
(Basciani et al., 2008). El gonocito presenta receptores para estos y responde
proliferando mitéticamente, asi migra del centro del cordén a la periferia, lo que
induce que se diferencie en espermatogonia (Basciani et al., 2008).

AcCR

El AcR modula diferentes procesos bioldgicos como proliferacion y diferenciacién
(Blomhoff, 1994 y Kastner et al., 1995). Es indispensable para la reproduccion y
mantenimiento de la funcién reproductiva masculina ya que la deficiencia de AcR
provoca la detencién del proceso de espermatogénesis, asi mismo la degeneracién
de los tubos seminiferos (Thompson et al., 1964 y Howell et al., 1963). Ademas se ha
reportado que el AcR afecta la sobrevivencia y proliferacion de las CGP (Koshimizu et
al., 1995).

Stra8

Stra8, es una proteina citosolica fosforilada por el AcR. Se conoce que Stra8 se
expresa en espermatogonias (Giuili et al., 2002).

Varios identifican al AcR como un regulador clave en la diferenciacion de los
gonocitos de ratas (Wang y Culty, 2007) y en el raton (Huang et al., 2008). Se sugiere
gue el AcR induce la diferenciacién de los gonocitos in Vitro, resultando en una
disminucion en el nimero de gonocitos




1.5. Problemas de fertilidad

La falta de diferenciacion de los gonocitos, probablemente se asocia a la carencia de
factores producidos por las células sustentaculares, esto induce a los gonocitos a que se
programen a morir por apoptosis, generando, en algunos pacientes, la presencia de
Unicamente células sustentaculares (Nistal et al., 2007). Por lo tanto, la CO genera
alteracién en la espermatogénesis. Asi mismo, los hombres adultos con CO bilateral
presentan azoospermia, sin embargo, después de la OX, el 28% de estos hombres tienen
cuenta espermatica normal. Aproximadamente el 49% de los hombres con persistencia de
criptorquidia unilateral, muestran concentracion espermatica normal comparados con el
71%, de los que tienen OX exitosa. Pocos estudios han demostrado la relaciéon entre la
calidad espermatica y la edad de la OX. Es importante aclarar que cuando la OX se
practica a temprana edad, entre los 10 meses y 4 afios de edad, en pacientes con
criptorquidia bilateral, se genera una cuenta espermatica normal en un 76% de los casos,
comparado con un 26% cuando la cirugia se practica a una edad entre los 4 y los 14 afios
de edad (Virtanen et al., 2007).

Se asume que la falta de diferenciacion de los gonocitos se asocia a los problemas de
fertilidad, que repercuten en la cantidad de espermatogonias maduras. Se ha demostrado
gue en pacientes con CO el nimero de espermatogonias maduras es escaso. Esta
reduccién en la cantidad de espermatogonias es mas grave que la reduccion en el
numero total de células germinales, por lo que se conoce que existe una correlacién entre
el nimero de espermatogonias maduras y la espermatogénesis futura (Zivkovic et al.,
2007).

1.6. Modelo Animal

Vigueras y cols, (2013) reporté que el conejo chinchilla es un excelente modelo animal
del cual se conoce el desarrollo del epitelio seminifero postnatal asi como el momento en
gue los gonocitos migran hacia la lamina basal y adquieren caracteristicas morfoldgicas
de espermatogonias. Recientemente demostraron que la administracion de 17(3-estradiol
a conejos postnatales desarrollan CO bilateral y posteriormente IGCNU (manuscrito

enviado a publicacion).

El 17B-estradiol es un estrégeno que asemeja a la exposicion a disruptores endocrinos,

gue se considera son los causantes del desarrollo de sindromes como el de disgenesia




testicular, entre los que se incluyen a la CO (Sharpe, 2006) y al cancer testicular. Este
modelo con administracion de 17p-estradiol se apega a las condiciones humanas en
donde se sefiala que la CO puede ser causada por la exposicion a compuestos con
actividad estrogénica o inhibidores de la testosterona durante el desarrollo intrauterino
(Vigueras et al., 2004 y Sharpe, 2006).

2. Planteamiento del Problema y Justificacion

La CO es el defecto congénito al nacimiento méas frecuente en humanos y el factor de
riesgo mejor documentado para la IGCNU. Asi mismo se ha propuesto al gonocito como
el responsable del desarrollo de la IGCNU, y se menciona que este tipo celular se
mantiene indiferenciado y pluripotente en los pacientes con CO desde etapas fetales con
susceptibilidad a malignizacion. Recientemente nuestro grupo de trabajo demostrd
mediante técnicas de inmunohistoquimica y RT-PCR la presencia de las proteinas
POUSF1, c-Kit y PLAP en el 21.8% de los pacientes con CO, mas alla de su periodo de
diferenciacién, es decir en pacientes mayores a los 24 meses. Aunando a este hecho, la
falta de diferenciacién del gonocito a espermatogonia en la ventana de tiempo, genera la

ausencia de espermatogonias que repercute en la fertilidad en el estado adulto.

Con base en estos antecedentes, resulta importante el inducir la diferenciacion de los
gonocitos mediante factores relacionados con este proceso, como es el EGF, que
participan y estimulan este proceso celular en modelos animales experimentales. Estos
conocimientos pueden aportar mas elementos para entender mejor la etiologia y la
fisiopatologia de la enfermedad, con esto probablemente, en un futuro, se lograran reducir

el riesgo de desarrollar cancer testicular e infertilidad.




3. Objetivo General

Inducir la diferenciacion de los gonocitos con la administracién del Factor de Crecimiento
Epidermal (EGF) en un modelo animal con IGCNU y antecedente de criptorquidia.

3.1. Objetivos particulares

Determinar en animales con IGCNU, antecedente de criptorquidia y administracion de
EGF:

a) La diferenciacion de los gonocitos en relacién a su morfologia y al desarrollo de la
espermatogénesis.

b) Las alteraciones histoldgicas propias de la IGCNU.

c) Las proteinas de pluripotencialidad como POU5F1 y c-Kit propias de gonocitos,

empleando técnicas de inmunohistoquimica y RT-PCR en tejido testicular.

d) La proliferacion de los gonocitos a partir de Ki-67.

4. Hipé6tesis

La administracién del EGF, permite la diferenciacion de gonocitos a espermatogonias con
pérdida de proteinas de pluripotencialidad e indiferenciacién en un modelo animal con
CO-IGCNU-orquidopexia experimental.




5. Material y Métodos
5.1. Estrategia general

Este proyecto se realizé en el laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la torre de
investigacion “Dr. Joaquin Cravioto” del Instituto Nacional de Pediatria, y los animales

fueron alojados en el Bioterio de la misma Institucién.

Con base al célculo bioestadistico para el tamafio de la muestra, se emplearon 20 conejos
macho, sin manipulacién experimental, clinicamente sanos con un estado microbioldgico
convencional. El manejo de los animales se realiz6 con estricto apego a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio”. Ademas siguiendo al pie de la letra los reglamentos
internos de principios de ética y trato a los animales del Instituto Nacional de Pediatria
(CICUAL) y del CICUAE-FMVZ/UNAM.

Para la obtencién de las crias se conté con hembras gestantes que se mantuvieron en
jaulas de acero inoxidable individuales (90 cm x 60 cm x 40 cm de altura), en ciclos de 12
horas luz-12 horas oscuridad. Temperatura ambiente entre 17 a 24 °C. Agua y alimento
en pellets (Purina® Rabbit Chow, México) a libre acceso. Para la construccién de los
nidos, se proporcionaron criaderos (40 cm x 35 cm x 15 cm de altura), rellenos de viruta
de madera, 3 dias antes del término de la gestacion. El destete se realizdé a los 35 dpp,
momento en el cual los animales se alojaron en jaulas de acero inoxidable (90 cmx 60 cm
X 40 cm altura), con alimento balanceado (Purina® Rabbit Chow, México) y agua ad

libitum.
5.2. Formacion de los grupos experimentales

Se estudiaron 5 conejos para cada uno de los cuatro grupos, los cuales fueron

clasificados de la siguiente manera (Figura 3):

» Grupo Control: Se obtuvieron conejos sanos sin ningln tratamiento, ni
manipulacibn mismos que se les practicdé la eutanasia a los 200 dpp para la

obtencién de las muestras.

» Grupo IGCNU-CO: En este grupo se indujo el desarrollo de la IGCNU
administrando una dosis de 17B-estradiol distribuida en 53 dias, a partir del dia 7

al 60 post-parto, en dias alternados hasta cubrir una dosis de 500 pg. Con este




modelo se desarrolld 100% de gazapos con CO bilateral inguinal. Se realizé la
eutanasia a los 200 dias de edad para la obtencion de los testiculos.

» Grupo IGCNU-CO/CG/VH: conejos administrados con 17B-estradiol con desarrollo
de IGCNU, que al dia 90 iniciaron la administracion de Gonadotropina Corionica
de uso veterinario (CG) (Gonakor del laboratorio Sanfer, México) diluida en
Solucion salina inyectable al 9%, via intramuscular en una dosis de 100
U.l./kg/cada tercer dia, durante 6 semanas. Para desarrollar las bolsas escrotales,

previo a la OX.

Al dia 130-135 dependiendo del desarrollo del escroto, se realiz6 la OX la cual se
describe a detalle méas adelante. A este grupo solo se les realiz6 la OX y al mismo tiempo
se administré el vehiculo del EGF (120 ul de azul de tripan + 40 ul de albumina sérica de
conejo), no tuvieron ningun tratamiento posterior, se esperd la recuperacion de los
animales y que cumplieran los 200 dias de edad para practicar la eutanasia y obtener los
testiculos.

» Grupo IGCNU-CO/CG/EGF: conejos administrados con 17B-estradiol con
desarrollo de neoplasia, a los que al dia 90 se les administr6 Gonadotropina
Coriénica via intramuscular en una dosis de 100 U.l./kg/cada tercer dia, durante 6

semanas, para desarrollar las bolsas escrotales y posteriormente realizar la OX.

Es importante mencionar que en estos dos Ultimos grupos, antes de realizar la OX, se
tomd una muestra sanguinea a través de la vena marginal de la oreja, previa sedacién
con Xylacina 10 mg/kg. Para obtener albumina sérica del conejo que se inyecté como
parte del vehiculo del EGF.

Al dia 130 a 135 dependiendo del desarrollo del escroto, se les realiz6 la OX momento en
el cual se inyecté en cada testiculo el EGF en una concentracioén de 10 ug (Invitrogen,
Carlsbad, California). EI EGF se disolvié en una solucién como vehiculo, conteniendo
albumina sérica de conejo y 400 pg/ml de azul de tripan, difundida dentro del testiculo via
retrograda a través de la red testicular, con jeringa calibre 30 y aguja integrada, en un
volumen de 50 ug por testiculo (Yang y Honaramooz, 2010). El azul de tripan nos permitio
verificar el paso de la solucién por la red testicular (Ma et al., 2011). Al finalizar la OX se
les dio un periodo de aproximadamente 70 dias de recuperacion, considerando que el
ciclo del epitelio seminifero del conejo dura aproximadamente 52 dias y dejando un

periodo de 18 dias para su total recuperacion tanto fisico como a nivel de células




testiculares logrando asi que los gonocitos logren su diferenciacion. Se realiz6 la
eutanasia a los 200 dias de edad para la obtencion de las muestras.

Estrategia experimental

ORQUIDOPEXIA —1
l'_

» EUTANASIA 4—'

Figura 3: Esquema que muestra la distribucion de los cuatro grupos experimentales: Grupo Control sin
tratamiento alguno, Grupo IGCNU-CO, Grupo IGCNU-CO/CG/VH y Grupo IGCNU-CO/CG/EGF; en cada uno
de los grupos entre paréntesis se indica la cantidad de animales que se utilizd por grupo. Todo esto basado en
tiempos determinados que se indican en la flecha verde de la parte izquierda, en donde se indica la edad a la
cual se realiz6 cada uno de los tratamientos y cirugias.




5.3. Realizacion de la OX

La OX se llevé a cabo en el area de usos multiples del Bioterio del Instituto Nacional de
Pediatria. Se indujo anestesia (IM ketamina 45 mg/kg), previa sedacion (IM xilacina 10
mg/kg). Posteriormente se rasurd al conejo para dejar la zona libre de pelambre. Se
continué con antisepsia de la regién abdominal e inguinal para realizar una incision en la
region abdominal sobre la aponeurosis del oblicuo externo para abrir el anillo interno y
explorar el retroperitoneo en busca de los testiculos. Una vez localizados se dividi6 el
gubernaculo que separa el saco herniario del corddon para permitir el descenso al
hemiescroto correspondiente. Para esto se realizé una incision en el escroto para facilitar
el descenso y la fijacién escrotal con una minima tension. Se fij6 el testiculo al escroto por
medio de una sutura en el Dartos y se realizé una segunda ligadura ligeramente més alta
para asegurar la fijacion. Se utilizaron suturas absorbibles de calibre 3-0. La incision se

cerrd por planos y la piel se suturé con seda intradérmica con nudos ocultos.

Después de la cirugia, los animales fueron tratados con Enrrofloxacina 3.5 mg/Kg via IM
como antibidtico por 5 dias y Flunixina 2 mg/Kg via subcutanea como desinfalamatorio por
tres dias. Se utilizé tramadol como analgésico. Los animales se monitorearon para checar
Su recuperacion, se observé muy bien gque no exista diminucion de consumo de agua de
bebida y alimento. La recuperacion postquirargica de cada conejo se monitoreo con base
a la escala de dolor (ANEXO 1).

5.4. Realizacion de la eutanasia

La eutanasia se realizdé segun la NOM—-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la
produccion cuidado y uso de animales de laboratorio”. Efectuando el sacrificio de forma
humanitaria. Los cadaveres fueron tratados de manera respetuosa y desechandolos
segun la NOM-087-SEMARNAT-SSA-1-2002 y con base a la normatividad del Instituto
Nacional de Pediatria y apegados a los articulos 23 y 46 capitulo VIl de la “Ley de

proteccion a los animales” del Distrito Federal.

Una vez que los animales cumplieron 200 dias se realizd la eutanasia con una sobre
dosis de pentobarbital (90 mg/kg) i.p., previa sedacion con xylacina (10 mg/kg). Es
importante mencionar que el pentobarbital se diluyé 50/50 con solucién salina fisiologica,

para disminuir la irritacién producida por la aplicacion intraperitoneal del farmaco.




Los testiculos se tomaron quirdrgicamente y se pesaron para obtener la relacion con

respecto al peso corporal.
5.5. Procesamiento y andlisis de las muestras
Tejidos testiculares

En la exploracion post-morten se corroboré la ubicacion y el peso de los testiculos. Se
procesaron para determinar el indice de maduracion del epitelio seminifero, indice
histopatoldgico (material incluido en epdn), evaluar la inmunoreactividad a diversas
proteinas empleando técnicas de inmunohistoquimica (inclusién en parafina) y de RT-

PCR (material ultracongelado) tal y como se describe en la figura 4.

5.5.1. Procesamiento en EPON

Los testiculos de cada animal fueron fijados en Karnovsky modificado por 24 horas.
Posteriormente lavamos con buffer de Cacodilatos de sodio al 0.1 M, durante 2 horas.
Para la post-fijacion del tejido se colocaron en Tetroxido de Osmio al 1% (Zelterquist),
durante 1 hora. La deshidratacion de la muestra consisti6 en pasos sucesivos de
alcoholes graduales. Para el proceso de inclusion, las muestras se lavaron con oxido de
propileno, y continuamos con diluciones del epén, en el 6xido de propileno, hasta llegar a
la inclusién de las muestras en el epdn puro y su polimerizacion en estufa a 60 °C.
Posteriormente se obtuvieron cortes semifinos de 1 pum de grosor; se cortaron con un
ultramicrétomo (Leica modelo Ultracut-UCT) y fueron tefidos con azul de tolouidina al

0.5% (SIGMA-ALDRICH, México), finalmente se montaron en un portaobjetos.

5.5.2. Analisis histolégico

Se realizd por un solo observador auxiliandose de un sistema de analisis de imagenes
(Image-Pro Plus 6.0). Por cada testiculo se observaron de 20 a 30 secciones
transversales de tubos seminiferos:

a) Se determind el area del epitelio seminifero en cortes transversales de los tubos

seminiferos.

b) Se obtuvo el grado de maduracion del epitelio seminifero empleando el indice de
Johnsen (1970) (ANEXO 1I).




c) Se determiné el indice histopatolégico, basandonos en los criterios morfoldgicos
normales y bajo los criterios de la OMS para determinar caracteristicas presentes en la
IGCNU en tubos seminiferos cortados transversalmente.

5.5.3. Procesamiento en Parafina

Los testiculos se fijaron en paraformaldehido al 4% (SIGMA-ALDRICH, México), durante
24 horas, se realizaron lavados de PBS y se colocaron las muestras en el histoquinete
con la finalidad de deshidratarlas e incluirlas en parafina. Posteriormente se realizaron

cortes de 4 um de grosor que se montaron en laminillas cubiertas con grenetina.

5.5.4. Inmunohistoquimica para determinar proliferacion (Ki-67) y proteinas de
pluripotencialidad (POU5F1 y c-Kit)

Una vez obtenido el corte, las muestras se desparafinaron y se realiz6 el
desenmascaramiento de los epitopes colocando las muestras en citrato de sodio. Se
coloco el lapiz hidrofébico alrededor del tejido y las laminillas se colocaron en una camara
himeda, se lavaron con PBS 0.1 M y posteriormente se incubaron con los diferentes

anticuerpos primarios.

Para Ki-67, después de lavar con PBS, se bloquearon con peroxido de hidrégeno, 10 min,
enjuagamos con PBS y PBS-Twin 20 al 0.1 % por 10 minutos, se incubaron con BSA al
5% durante 2 horas y se incubaron con anticuerpo primario Monoclonal Mouse Anti-Rat
Ki-67 Antigen, Clone MIB-5, (DAKO, Dinamarca) por 24 horas; después se enjuagaron
con PBS-Twin al 0.1%, y se incubaron con el anticuerpo biotinilado por 2 horas, se
enjuagaron con PBS-Twin, luego con el complejo Avidina-HRP Biotinilada (AB) por 1 hora,
se enjuagaron con PBS-Twin y se revelaron con diaminobencidina (DAKO, Dinamarca),
finalmente se, contrastaron con hematoxilina, se enjuagaron y se dejaron secar para

montarlas con entellan.

Para POUSF1 y c-kit, después de lavar con PBS, se incubaron con proteinasa K durante
20 minutos, se lavaron con PBS, se puso HCL 2N durante 30 minutos, bafio de Borato de
sodio 0.1 M a pH 8.5 durante 10 minutos, se lavaron con PBS, se bloquearon con suero
de burro 5%, se incubaron con el anticuerpo primario (POU5F1 o c-Kit, Santa Cruz)
durante 24 horas y a partir de aqui se continud la técnica como se describié anteriormente

hasta revelar, secar y montar.




5.5.5. Densidad de células positivas a Ki-67, POU5F1 y c-Kit

Se determind en al menos 30 tubos seminiferos cortados transversalmente vy
longitudinalmente la proporcion de células positivas a cada anticuerpo en relacion al area
de cada uno de los tubos observados y medidos determinados por el sistema de analisis
de imagenes (Image-Pro Plus 6.0).

5.5.7. Técnica de RT-PCR para determinar la expresion de proteinas de
pluripotencialidad e indiferenciacion (POU5SF1 y c-Kit)

Las muestras de los testiculos fueron colocados en un tubo limpio estéril a -70 °C para
realizar RT-PCR. El proceso requirid6 de cuatro pasos secuenciados: Extraccion del RNA

total; cuantificacion de RNA total; purificacion del RNA total y RT-PCR propiamente dicho.

Para la extraccion se tomaron 250 p de muestra de tejido testicular agregando 500 pl de
TRIZOL (TRI REAGENT® SIGMA ALDRICH, México), se homogenizaron y se agregaron
250 uyl mas de TRIZOL, para obtener una concentracion final de 1:3 e incubaron por 20
minutos en hielo (10° a 15°C). Después la muestra se separé agregando 200ul de
cloroformo por cada 750ul de Trizol empleado un vortex por 10 segundos. La muestra se
separaron en dos fases y se almacenaron por 15 min a 10° -15° C. Posteriormente se
centrifugaron a 14,000 rpm por 30 min a 4°C. El sobrenadante se transfirié a un eppendorf
y se le agregaron 500ul de isopropanol. Se almacenaron por 12 horas a -20°C para

permitir la precipitacion del RNA.

Al dia siguiente se centrifugaron a 14000 rpm durante 30 min, desechando el
sobrenadante. El pellet se lav6o con 100 ul de alcohol al 80% libre de RNAsa. Se
centrifugd por 15 min a 4°C, para retirar el alcohol sobrenadante y el pellet se dej6 secar a

temperatura ambiente por 20 min y se resuspendié en agua libre de RNAsa.

La cuantificacion del RNA se llevo al acabo a partir de una alicuota de 1ul del RNA total
para su lectura en espectrofotobmetro NanoDrop. Por otro lado, se corridé una electroforesis

en gel de agarosa al 1% (80 volts x 40 min) para ver la integridad del RNA.

La purificacion del RNA total se llevo a cabo con un maximo de 2 dias antes del RT-PCR,

para eliminar DNA vy proteinas contaminantes, utilizando desoxiribonuclease |




amplification grade kit (Invitrogen™) mas RNasa por 15 min a temperatura de cuarto. La
RNasa se inactivé con EDTA 25 mM incubando por 10 min a 65°C.

Para el RT-PCR se empleé el kit one step QIAGEN de acuerdo al protocolo sugerido por
el fabricante para lograr la sintesis, desnaturalizacion, alineacion y extension total del
cDNA amplificado. La amplificacion por PCR de punto final se utiliz6 con primers
especificos disefiados con ayuda del programa ESSAY BY DESIGN (APPLIED
BIOSISTEMS), para los genes en estudio. Tomando como gen de referencia -actina. La
cuantificacion correspondiente en este caso fue cualitativa y se realiz6 comparando cada
uno de los amplificados de los genes en estudio con el amplificado del gen de referencia

mediante densitometria.

5.5.8. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba de ANOVA y comparacién multiple de
Tukey a una p<0.05 como diferencia significativa. Los datos se procesaron mediante el
programa estadistico SSPS V.10.




Metodologia: Procesamiento y analisis de las muestras
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Figura 4: Esquema que muestra el procesamiento y andlisis de las muestras que se tomaron a los 200 dias
de edad, en la exploracion post-morten. Los testiculos se procesaron en epon, parafina y congelacion y fueron
analizados para evaluar la histomorfologia, indice de inmunopositividad y expresion de proteinas. Los
resultados fueron evaluados por un analisis estadistico mediante ANOVA y prueba multiple de Tukey a una

p<0.05 como diferencia significativa.




6. Resultados

6.1. Andlisis anatémico

Grupo Control: Se observé la anatomia testicular acorde a su edad para esta especie. El

peso testicular fue de 0.132 + 0.0058 gr, ubicados perfectamente en el escroto (gréafica 1,
tabla 3); el pene se observo desenvainado (figura 5 A, By C).

Grupo IGCNU-CO: En estos animales no se presento6 el descenso testicular y el escroto

no se desarrollé (figura 5, D, E y F). Durante la eutanasia se determind la ubicacién de los
testiculos dentro del canal inguinal corroborando asi el tipo de criptorquidia presente en
los animales estudiados, dando como resultado que el 100% de estos conejos
presentaron criptorquidia bilateral inguinal. El peso testicular disminuy6 significativamente

del 22.5% comparando con el grupo Control (p<0.05, gréfica 1, tabla 3).

Grupo IGCNU-CO/CG/VH: Todos los animales que fueron administrados con CG

desarrollaron gradualmente las bolsas escrotales aun después de la administracion de CG
y el pene desenvainado (figura 5G y H). Durante la eutanasia se observaron que ambos
testiculos se ubicaron en las bolsas escrotales (figura 5 I). El peso testicular mostré una

reduccioén significativa de 2.79% con respecto al grupo Control (p<0.05, gréafica 1, tabla 3).

Grupo IGCNU-CO/CG/EGEF: Al igual que el grupo anterior este grupo desarroll6 ambos

escrotos y el pene desenvainado. Y durante la eutanasia se identificaron los testiculos en
las bolsas escrotales, evidenciando una disminucién en el peso testicular de 4.75%

comparado con el grupo control (p<0.05, grafica 1, tabla 3).




Figura 5. Imagenes anatémicas en donde se muestran la posicion testicular y el desarrollo del escroto

en los cuatro grupos experimentales. A) Testiculos de un conejo del Grupo Control descendidos en las
bolsas escrotales y con mayor detalle en la imagen; B) donde se hace evidente el tamafio de los mismos y C)
se observa que el pene desenvaina completamente; D) Conejo del Grupo IGCNU-CO donde se observa

ausencia de testiculos escrotados; E) en este mismo grupo en la exploracion se aprecian ambos testiculos
inguinales y F) se observa que el pene no desenvaino completamente; G) Grupo IGCNU-CO/CG/VH y
Grupo IGCNU-CO/CG/EGF donde se observa, escroto en proceso de desarrollo; H) testiculos descendidos

después de la OX e |) ubicacion de los testiculos una vez realizada la eutanasia.
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Gréfica 1: Peso testicular con respecto al peso corporal, representados como la media * error estandar.
Considernado a p<0.05 como diferencia significativa al comparar los diferentes grupos experimentales con el
grupo control .




6.2. Andlisis histoldgico

Grupo _control: En este grupo se determiné que el area promedio de los tubos

seminiferos fue mayor comparado con los diferentes grupos experimentales y la
maduracion del epitelio seminifero mostr6 una espermatogénesis completa (gréfica 2,
tabla 5). No se observaron células germinales o gonocitos ya que éstos lograron su
diferenciaciébn a espermatogonias (grafica 3, tabla 5). Por lo tanto, se presenté el
desarrollo desde espermatogonias, espermatocitos, espermatidas redondas y elongadas

hasta espermatozoides.

Se presentaron algunas alteraciones inespecificas en el epitelio seminifero de estos
conejos, como descamaciéon y vacuolizacion citoplasmatica (figura 6 A, B y C), estas
alteraciones histopatologicas fueron consideradas como normales y propias del epitelio

seminifero del conejo (gréfica 2, tabla 5).

Grupo IGCNU-CO: En este grupo el area calculada de los tubos seminiferos y el indice

de maduracion epitelial fueron significativamente menor al compararse con el grupo
Control, IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF(p<0.05) En los tejidos de este grupo,
el epitelio seminifero no se desarroll6 completamente (p<0.05, grafica 2, tabla 5). La
presencia de gonocitos fue significativamente mayor al comparar con el grupo Control y
los grupos con OX IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF (p<0.05). El nimero de
espermatogonias fue significativamente mayor con respecto a los grupos con OX IGCNU-
COICGIVH y IGCNU-CO/CG/EGF (p<0.05, gréafica 3, tabla 5). Se lograron identificar
varias alteraciones histopatolégicas, como la presencia de microlitiasis o
microcalcificaciones, en el centro de algunos tubos seminiferos, las cuales se originaron
por degeneracién celular en los cordones o tibulos seminiferos (figura 6 D, E y F); estas
alteraciones fueron significativamente mas evidentes para este grupo con respecto al
grupo Control y a los grupos con OX IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF (p<0.05,
gréfica 2, tabla 5).

Grupo IGCNU-CO/CG/VH: En este grupo, el area de los tubos seminiferos fue

significativamente menor con respecto a las &reas del grupo Control, IGCNU-CO vy
IGCNU-CO/CG/EGF (p<0.05). La maduracion epitelial fue significativamente menor al

grupo Control ya que en los tejidos de este grupo, no se observo un epitelio seminifero

B



bien desarrollado caracteristico del grupo Control. En este pardmetro se presentd un
aumento significativo con respecto a los grupos IGCNU-CO y IGCNU-CO/CG/EGF,
(p<0.05, gréfica 2, tabla 5). Se observaron algunos gonocitos persistentes aun con OX, la
presencia de estos gonocitos fue significativamente menor con respecto al grupo IGCNU-
CO, ademas el numero de espermatogonias se redujo significativamente con respecto al
grupo IGCNU-CO (p<0.05, gréfica 3, tabla 5). Sin embargo, algunos gonocitos lograron su
diferenciaciébn a espermatogonias lo cual permiti6 el desarrollo del epitelio seminifero
hasta espermatocitos y no se identifico otro tipo celular, por lo tanto la espermatogénesis
fue incompleta. El indice histopatoldgico disminuyé significativamente con respecto al
grupo IGCNU-CO (p<0.05), grafica 2, tabla 5), aunque se identificaron casi las mismas

alteraciones que dicho grupo (figura 6 G, Hy ).

Grupo IGCNU-CO/CG/EGF: En este grupo las éareas de los tubos seminiferos

aumentaron significativamente (p<0.05) con respecto a las areas del grupo IGCNU-
CO/CG/VH, aunque no mostro diferencia significativa con respecto al grupo IGCNU-CO
(p>0.05). La maduracion epitelial fue significativamente mayor al grupo IGCNU y menor al
grupo IGCNU-CO/CG/VH (p<0.05, gréfica 2, tabla 5). Al igual que el grupo anterior, se
identificaron algunos gonocitos persistentes, los cuales disminuyeron significativamente
(p<0.05) con respecto al grupo IGCNU-CO, sin embargo, esta disminucion no fue
significativamente diferente al grupo IGCNU-CO/CG/VH. El nimero de espermatogonias
fue significativamente menor al grupo IGCNU-CO y no hubo diferencias al comparar con
el grupo IGCNU-CO/CG/VH (p<0.05, gréfica 3, tabla 5). El indice histopatolégico
disminuyé significativamente con respecto al grupo IGCNU-CO y no presenté diferencias
significativas comparado con el grupo IGCNU-CO/CG/VH (p<0.05, grafica 2, tabla 5),
evidenciando casi el mismo comportamiento que el grupo IGCNU-CO/CG/VH (figura 6 J,
Kyl).
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TABLA 5: RESULTADOS MORFOMETRICOS DE LOS DIFERENTES GRUPOS

GRUPOS PTIPC AREA M. Epitelial NGm. G NGm. Esp. L.H. I.P. ... POUS5F1 1L cKit
(grigr) (pm2) (10,000pm?) | (10,000pm?) | (10,000pm2)
0.132 3941x108 | 95+0.1 217 +0.07 537 7.23 0+0 0+0
CONTROL n N N N
0.0058 0.6974 0.2 0.34
0.029 13.10x103 Lo L0119 | 2.31£0.09 122 270 Lo7b L012
IGCNU.CO . . 340 423 +0.19 . ! 958 +£0.7 1.97 £0.1
0.00032 033152 032 0.142be
0.037 9.59x103 L ac L0146 334018 7.90 17.16 3194 04d L ogad
(GCNU.COICGIVH . & 49+0.1 072 £0.14° | 133+0.18 7 i 319+ 04 7.04+08
0.0046? 0.24322d 0.28¢ 0.72df
0.063 13.86x10° 43 + L0128 L 010 757 238 396£06 4+ 0.0af
(GCNU.CO/CGIEGE i ; e 0.70 £0.12¢ | 1.07 £0.10 § - 345+09
0.00922 0.49863f 0.28¢ (. 72¢f

PT/PC: Peso testicular/Peso corporal.

M. Epitelial: Maduracion Epitelial,

Num. G: Numero de Gonocitos.

Num. Esp: Nimero de Espermatogonias.

I.H: indice Histopatoldgico.

I.P: indice de Proliferacion.

1.I.POUSF1: indice de Inmunopositividad a POUSF1.
1. c-Kit: indice de Inmunopositividad a c-Kit.

p<0.05 al comparar los diferentes grupos experimentales

a, al comparar el grupo Control vs los grupos IGCNU-CO, IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.
b, al comparar el grupo Control vs el grupo IGCNU-CO.
¢, al comparar el grupo Control vs los grupos IGCNU-CO/CG/VHy IGCNU-CO/CG/EGF.
d, al comparar el grupo IGCNU —CO vs el grupo IGCNU-CO/CG/VH.
e, al comparar el grupo IGCNU-CO vs los grupos IGCNU-CO/CG/VHy IGCNU-CO/CG/EGF.
f, al comparar el grupo IGCNU-CO/CG/VH vs el grupo IGCNU-CO/CG/EGF.




FIGURA 6. Tejido testicular de conejos de los diferentes grupos experimentales. A-C Grupo Control en
donde se observa el desarrollo completo del epitelio seminifero hasta espermatidas elongadas (EL). D-F
Grupo IGCNU-CO se muestra la presencia de gonocitos (G) en el centro de los cordones seminiferos,
abundantes mitosis (M), plegamiento (PL) y engrosamiento (EM) de la membrana basal y microlitiasis (ML).
G-l Grupo IGCNU-CO/CG/VH se observa persistencia de gonocitos (G), algunas espermatogonias (EG) y
espermatocitos (EP) y ausencia de espermatogénesis (AE). J-L Grupo IGCNU-CO/CG/EGF se observaron
gonocitos (G) persistentes, espermatogonias (EG), espermatocitos (EP) y microlitiasis (ML). Microscopia
optica, Azul de toluidina 20X y 60X.
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Gréfica 2: Areas de los tubos seminiferos, indice de maduracion epitelial e indice histopatoldgico
representados como medias + error estandar. p<0.05 al comparar los diferentes grupos experimentales.

a p<0.05, Grupo Control vs los grupos IGCNU-CO, IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.
b p<0.05, Grupo Control vs el grupo IGCNU-CO.

¢ p<0.05, Grupo Control Vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

d p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs el grupo IGCNU-CO/CG/VH.

e p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

f p<0.05, Grupo IGCNU-CO/CG/VH vs el grupo IGCNU-CO/CG/EGF.
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Gréfica 3: Numero de Gonocitos y espermatogonias con respecto al area de los tubos seminiferos,

representados como medias + error estandar. Se observa una diferencia significativa p<0.05 entre los grupos
para cada uno de los parametros.

a p<0.05, Grupo Control vs los grupos IGCNU-CO, IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.
b p<0.05, Grupo Control vs el grupo IGCNU-CO.

¢ p<0.05, Grupo Control Vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

d p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs el grupo IGCNU-CO/CG/VH.

e p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

f p<0.05, Grupo IGCNU-CO/CG/VH vs el grupo IGCNU-CO/CG/EGF.
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6.3. Andlisis Inmunohistoquimico
6.3.1. Densidad celular a Ki-67

Se cuantificé el nimero de células positivas a Ki-67 con respecto al area de los tubos
seminiferos. La expresion de Ki-67 disminuy6 significativamente (p<0.05) para el grupo
IGCNU-CO con respecto al grupo Control. En los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-
CO/CG/EGF la expresion a Ki-67 aumento significativamente (p<0.05) al comparados con

el grupo Control y el Grupo IGCNU-CO.
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Gréafica 4: NUumero de céulas positivas a Ki-67 en relacion al area de tubos seminiferos, representados como
medias + error estandar. Se observa una diferencia significativa p<0.05 entre los grupos para cada uno de los

parametros estudiados.

a p<0.05, Grupo Control vs los grupos IGCNU-CO, IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.
b p<0.05, Grupo Control vs el grupo IGCNU-CO.

¢ p<0.05, Grupo Control Vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

d p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs el grupo IGCNU-CO/CG/VH.

e p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

f p<0.05, Grupo IGCNU-CO/CG/VH vs el grupo IGCNU-CO/CG/EGF.
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6.3.2. Comparacion de la densidad celular y expresién génica (RT-PCR) de POU5F1
y c-Kit

La expresion de POU5F1, aumenté significativamente (p<0.05) en los grupos IGCNU-CO,
IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF al comparar con el grupo Control. Esta
expresion disminuyo significativamente (p<0.05) en el grupo IGCNU-CO/CG/VH con OX
comparado con el grupo IGCNU-CO sin OX. Y no se presentdé ninguna diferencia
significativa al comparar el grupo IGCNU-CO/CG/VH con el grupo IGCNU-CO/CG/EGF
(Tabla 3, Grafica 5A).

Se confirmaron los resultados de la inmunohistoquimica por RT-PCR. Respecto a
POUSF1, el gel muestra (figura 5B), que para el caso de los conejos control, no hubo
expresion de este transcrito, la expresion es evidente en el grupo IGCNU-CO y disminuye
en los grupos IGCNU-CO/CG/VH y el grupo IGCNU-CO/CG/EGF, lo cual coincide con lo

observado en la técnica de inmunohistoquimica.

La expresion de c-Kit aumento significativamente (p<0.05) en los diferentes grupos con
respecto al grupo Control. En el grupo con OX IGCNU-CO/CG/VH se observo un aumento
significatico (p<0.05) en la expresiéon de c-Kit al compararlo con el grupo sin OX IGCNU-
CO. Ademas se identificé diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo IGCNU-
CO/CG/VH Yy el grupo IGCNU-CO/CG/EGF (Tabla3, Grafica 6).

Se confirmaron los resultados de la técnica de inmunohistoquimica por RT-PCR. En el gel
se muestra la expresion del transcrito de c-Kit (figura 6B), que para el caso de los conejos
control, no hubo expresiébn de este transcrito, la expresién es evidente en el grupo
IGCNU-CO vy disminuye en el grupo IGCNU-CO/CG/VH y en el grupo IGCNU-
CO/CG/EGF aunque es evidente la presencia de c-Kit, lo cual coincide con lo observado

en la técnica de inmunohistoquimica.

Como control constitutivo observamos la expresion de B-actina en todos los tejidos

testiculares de los cuatro grupos.
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Figura 7A: Gréfica donde se muestra el nUmero de céulas positivas a POU5F1 en relacion al area de tubos
seminiferos, representados como media + error estandar. Se observa una diferencia significativa p<0.05 entre
los grupos para cada uno de los parametros estudiados. 7B: Gel de la RT-PCR; expresion de POU5SF1 en
tejido testicular de conejos. Linea 1: Control negativo de la técnica. Linea 2: Control positivo de un paciente

con IGCNU. Linea 3 y 4: Grupo IGCNU-CO, Linea 5-10: IGCNU-CO/CG/VH, Linea 11-18 Grupo IGCNU-
CO/CG/EGF.

a p<0.05, Grupo Control vs los grupos IGCNU-CO, IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.
b p<0.05, Grupo Control vs el grupo IGCNU-CO.

¢ p<0.05, Grupo Control Vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

d p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs el grupo IGCNU-CO/CG/VH.

e p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

f p<0.05, Grupo IGCNU-CO/CG/VH vs el grupo IGCNU-CO/CG/EGF.
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Figura 8A: Gréfica donde se muestra el niumero de céulas positivas a c-Kit en relacion al area de tubos
seminiferos, representados como media + error estandar. Se observa diferencia significativa *p<0.05 entre los
grupos para cada uno de los pardmetros estudiados (estadistica ANOVA y prueba multiple de Tukey para
grupos independientes). 8B: Gel de la RT-PCR; expresion de c-Kit en tejido testicular de conejos. Linea 1:
Control negativo de la técnica. Linea 2: Control positivo de un paciente con IGCNU. Linea 3 y 4: Grupo
IGCNU-CO, Linea 5-10: IGCNU-CO/CG/VH, Linea 11-18: Grupo IGCNU-CO/CG/EGF.

a p<0.05, Grupo Control vs los grupos IGCNU-CO, IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.
b p<0.05, Grupo Control vs el grupo IGCNU-CO.

¢ p<0.05, Grupo Control Vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

d p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs el grupo IGCNU-CO/CG/VH.

e p<0.05, Grupo IGCNU-CO vs los grupos IGCNU-CO/CG/VH y IGCNU-CO/CG/EGF.

f p<0.05, Grupo IGCNU-CO/CG/VH vs el grupo IGCNU-CO/CG/EGF.
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7. Discusion

La IGCNU, es una lesion precursora del seminoma y ésta solo puede ser diagnosticada a
partir de una biopsia testicular, esta toma de muestra se realiza cominmente a causa de
infertilidad masculina, disgenesia testicular, testiculos con traumatismos y en el testiculo

contralateral en casos de tumor testicular de células germinales (Velasco, 2010).

Histol6gicamente, la IGCNU se caracteriza por la presencia de células grandes, de
citoplasma claro con abundante glicbgeno de nucleo central grande con cromatina densa
y nucléolo prominente, los nucleos son aneuploides y las células semejan a gonocitos, a
veces muestran mitosis atipicas. Estas células se ubican adosadas a la membrana basal,
la cual esta engrosada. A veces los tdbulos muestran microcalcificaciones, necrosis
celular y células sustentaculares distribuidas hacia la zona central. La fosfatasa alcalina
placentaria (PLAP), c-Kit (CD117) y POUS5F1 son empleados como marcadores
diagnosticos para IGCNU. Es importante resaltar, que estas proteinas también estan

presentes en los gonocitos que al diferenciarse se regulan a la baja (Velasco, 2010).

Estos hallazgos confirman parte de nuestros resultados ya que en los grupos con IGCNU
y antecedente de CO mostraron alteraciones que se apegan a las establecidas por la
OMS para la clasificacion de la IGCNU, como son: presencia de células atipicas, grandes
y que se tifien palidas; con nucleos grandes, irregulares e hipercroméaticos; presencia de
uno o mas nucleolos; abundantes mitosis; células ubicadas a nivel basal principalmente;
lamina basal plegada y engrosada, ademas de que la espermatogénesis es cominmente
ausente debido quiza, a la falta de espermatogonias en algunos casos. La microlitiasis se
observa frecuentemente asociada a pacientes con tumores testiculares, especialmente
seminomas; en el 74% de los pacientes con tumor testicular se presenta este signo
(Furness et a.l, 1998; Golash et al., 2000; Holm et al., 2001; Prenti et al., 2007).

En nuestro estudio, los grupos que desarrollaron IGCNU, estas alteraciones ya
mencionadas fueron evidentes y estuvieron asociadas a gonocitos persistentes y células
sustentaculares. Esto se apega a la propuesta de Skakkebaek et al. (2001) en la que
mencionan que en los pacientes con CO se produce una disgenesia testicular en la que
existe una alteracion de las células sustentaculares y de la diferenciacion de las células

germinales, lo que genera una predisposicién a cancer testicular.




Se reporta que los testiculos de pacientes con CO, presentan displasia o un desarrollo
aberrante de los gonocitos durante la etapa fetal predisponiendo a la presencia de una
IGCNU y a largo plazo el desarrollo de cancer testicular. Aunado a la CO existen factores
relacionados con el desarrollo del cancer testicular como son la bilateralidad de la CO, la
OX tardia y presencia de otras anomalias asociadas (Castejon et al., 2000).

En nuestros grupos con IGCNU y antecedente de CO, al evaluar los diferentes
parametros testiculares, se evidencié una mejoria con respecto al grupo con IGCNU-CO
sin OX, ya que se presentd un aumento en el area de los tubos seminiferos y en la
maduracion epitelial, ademas de la disminucién de las alteraciones histopatolégicas y de
gonocitos. Por lo tanto se propone que la OX, por si sola, favorece la diferenciacion de los
gonocitos lo cual repercute en el restablecimiento de la espermatogénesis reduciendo las
alteraciones histoldgicas y mejorando el area epitelial, disminuyendo el riesgo de
malignizacion. Se reporta que el riesgo de desarrollar cancer testicular se reduce
significativamente al realizar la OX temprana como lo demuestra el estudio realizado por
Moller (2001). Este autor observd que a los nifios a los que se les practico la OX entre 0 a
9 afos, el riesgo a neoplasia fue de 1.1 frente al 2.9 en aquellos nifios con OX entre los
10 a 14 afos y de 3.5 los intervenidos mas alla de los 15 afios, el riesgo aumenta hasta
14 veces en la edad adulta. Sin embargo hasta la fecha no se tenia evidencia cientifica
gue demuestre que la OX por si sola reduce el riesgo de desarrollar cancer testicular, por
lo tanto este es el primer reporte que sugiere la diferenciacion de gonocitos a

espermatogonias a partir de una OX oportuna.

Se desconoce el mecanismo por el cual la OX, favorece el restablecimiento del epitelio
seminifero. En este trabajo proponemos que en los tejidos testiculares con IGCNU vy
antecedente de CO, las concentraciones de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno son elevadas (lkeda et al., 1999, Ishii et al., 2005), el origen de estas no se
conoce, sin embargo se han reportado dafios al DNA originados por ROS; estas
alteraciones pueden generar tanto detencion como inducciones en la replicacion del
material genético o inestabilidad genética, todas ellas asociadas con el proceso de
carcinogénesis (Marnett, 2000; Valko et al., 2007). Ademas algunos datos indican, que la
exposicidn continua a concentraciones moderadas de ROS induce una mayor tasa de
mutaciones y con ello mayor riesgo de oncogénesis (Diaz et al., 2010). Algunos autores
proponen que al generarse un estrés oxidante caracterizado por el incremento de ROS se

modifican algunas vias de sefializaciéon, lo que involucra el desarrollo de diversas




enfermedades; dentro de ellas el cancer (Garcia, 2012). El estrés oxidante participa en la
carcinogénesis; por ello se ha considerado como estrategia para la prevencion del cancer,
el reforzamiento de los mecanismos celulares de defensa antioxidante (Garcia, 2012).

Por lo tanto en este trabajo al realizar la OX favorecimos la diferenciacién del gonocito y
probablemente la disminucion de las concentraciones de ROS y con esto el riesgo de

malignizacion.

Por otra parte, Orején et al., 2007, propone que la OX temprana disminuye el riesgo de
cancer testicular, sin embargo no realiza ningun estudio histolégico que lo compruebe.
Aunqgue con base en nuestros resultados, coincidimos con su hipétesis ya que al realizar
la OX, el testiculo reduce el tiempo a la exposicién del estrés térmico, favoreciendo la
diferenciacién del gonocito y disminuyendo la expresion de proteinas de pluripotencialidad

como POUSF1 vy por lo tanto reduciendo el riesgo de malignizacion.

En esta investigacion observamos mayor expresion de POU5SF1 en células de los grupos
con IGCNU-CO, tal y como lo reportan Jones et al., 2004, quienes identifican a POU5F1
como marcador diagnéstico de la IGCNU. En los grupos con OX, la expresion de
POUSF1 disminuy6 y aungue no se sabe el mecanismo por el cual la OX favorece esta
regulacion a la baja, si se ha reportado que la OX temprana reduce el riesgo de

desarrollar un cancer testicular a futuro (Fernandez et al., 2013).

En tanto que c-kit presenté una expresion alta en grupos con OX administrados con VH y
EGF. El c-Kit es otro marcador utilizado para diagndstico de la IGCNU y cancer testicular,
y al igual que POU5F1 se desconoce el mecanismo por el cual mantiene la sobrevida de
los gonocitos, ademas se ha propuesto que la expresién de c-Kit puede contribuir al
desarrollo neoplasico prolongando y la sobrevida de células pluripotentes (Stoop et al.,
2008). Lo que podria explicar lo observado en los tejidos con IGCNU-CO, donde se

observé la expresion de c-Kit.

Uno de los tumores en donde el c-Kit se ha visto alterado, es en el Tumor Gastrointestinal
(TGI), en donde el gen c-Kit se encuentra mutado aproximadamente en un 80%. Las
mutaciones en c-Kit dan como resultado un cambio en la forma y en la funcion del
receptor manteniéndolo constantemente activo. Esto significa que, incluso sin la sefial

normal de su ligando SCF, los receptores siguen produciendo un estimulo constante para




que las células del TGI se dividan y sobrevivan (Michael et al., 2011). Es probable que
este mecanismo por el cual el c-Kit es alterado, se presente de igual modo en los tejidos
testiculares de los conejos que fueron positivos a esta proteina, dando como resultado la
sobrevida del gonocito y predisponiendo el desarrollo del cancer testicular.

Sin embargo, algunos autores proponen que el c-Kit también participa en el inicio de la
espermatogénesis durante la pubertad ya que, la expresion de los receptores de c-kit
puede quizas, constituir uno de los factores de regulacién de la espermatogénesis, por
medio de la modulacion de la proliferacion y la apoptosis en el epitelio seminifero, asi
como la regulacién de la motilidad tubular (Rothschild et al., 2003). Probablemente esto
explicaria lo observado en los grupos a los cuales realizamos la OX, la expresién de c-Kit
aumento significativamente esto debido probablemente a que la OX favorece el inicio de
la espermatogénesis, y aunque en nuestros tejidos no observamos una espermatogénesis
completa, es posible que el menor nimero de gonocitos observados se hayan

diferenciado para dar origen a espermatogonias y posteriormente a espermatocitos.

Aunado a esto, observamos alta expresidon de Ki-67, en los grupos a los cuales
realizamos la OX, demostrado que probablemente este marcador indique el
restablecimiento de la espermatogénesis, ya que podria haberse activado la proliferacion
de espermatogonias y espermatocitos. Ya que se ha reportado que el Ki-67, se expresa
exclusivamente en las células que entran al ciclo celular (fases G1, S, G2 y mitosis) pero
no en GO, por lo tanto, Ki-67 permite la deteccion inmunohistoquimica de células que
completan un ciclo y su expresion proporciona una medida directa de crecimiento del
tejido (De Manzoni, 1998).

Con base a lo anterior, proponemos que este modelo con administracion de 17 estradiol
se apega a lo sugerido para el humano en donde observamos que las alteraciones en el
microambiente gonadal durante el desarrollo son altamente sensibles a hormonas y a
factores paracrinos (Rajpert, 2006). Ademas al comparar la histologia testicular y la
presencia de células atipicas en el conejo, logramos simular la IGCNU en el humano,
expresando las mismas alteraciones hisrtomorfolégicas y la expresion de los mismos

marcadores proteicos.

La basqueda de receptores para EGF u otro factor de diferenciacion en el gonocito, seria

una estrategia a futuro que probablemente podria dirigir una ruta de diferenciacion.
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Aunque nuestros resultados no fueron los esperados al administrar el EGF, nos permitio
establecer preguntas sobre la accion del EGF en el tejido testicular de conejo, ya que a
pesar de contar con informacién sobre éste, Kurokawa et al., (2005), solo hace una
evaluacion del desarrollo de la espermatogénesis en tejido testicular de ratas con CO
unilateral inguinal, a las cuales administra Flutamida para regenerar la CO, posteriormente
les practica la OX a las 10 semanas y administra el EGF; 14 dias después realiza la
orquiectomia y solo evalGa maduracion epitelial a través del indice de Jonsen y apoptosis.
A pesar de que en su estudio, las ratas no presentan CO bilateral intraabdominal y
tampoco desarrollan en la edad adulta la IGCNU, Kurokawa et al., (2005), reportan que la
administracion del EGF, promovié significativamente la maduracion de la
espermatogénesis en comparacion con la OX por si sola. Ademas de que el EGF redujo la
incidencia de la apoptosis de las células germinales, aunque mencionan que los
receptores para EGF estan presentes en células sustentaculares y no en células
germinales; por lo tanto el EGF estaria estimulando a las células germinales a través de
las células sustentaculares. También mencionan que el ajuste de temperatura en el
testiculo al realizar la OX, podria ser un factor importante en la recuperacion de la

espermatogénesis y la disminucion de la incidencia de la apoptosis.

Ademas de las diferencias en el modelo utilizado, reportan la administracion de Flutamida
para generar ratas con CO, sin embargo, en nuestro estudio utilizamos 17p-estradiol,
generando una marcada diferencia entre nuestros modelos y los resultados obtenidos, ya
gue se sabe que la Flutamida es un antiandrégeno, que probablemente no genera
alteraciones en el descenso testicular y el 17B-estradiol que es un compuesto con
actividad estrogénica y es considerado como disruptor enddcrino, por lo que impide el
descenso testicular y que ademas probablemente genere alteraciones directas sobre
diversos tipos celulares incluyendo a los gonocitos, impidiendo la diferenciacion del

mismo.

En nuestro estudio, propusimos la administracion de EGF para inducir la diferenciacion
del gonocito a espermatogonia. Sabemos que dicho proceso es complejo y no se cuenta
con informacion suficiente. Kurokawua et al. (2005), proponen al EGF en combinacion con
la OX como posible factor para revertir alteraciones histolégicas en los tejidos testiculares.
Ademas sugieren que el EGF juega un papel importante en la regulaciéon de la

espermatogénesis provocando efectos intracelulares a través de receptores de superficie
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celular localizados en células sustentaculares, intersticiales y mioides y no estan
presentes en los gonocitos. Con base en nuestros resultados, sugerimos que la accion del
EGF no logr6 inducir la diferenciacién del gonocito, esto debido a que probablemente el
EGF no es suficiente para estimular a las células sustentaculares, para que ésta libere
factores de diferenciacion al gonocito o probablemente el gonocito no tenga los receptores
para recibir factores de diferenciacion, quizas porque sigue expresando algunos factores
de pluripotencialidad como POU5F1 y c-Kit.

Sin embargo otros autores como Wunsch et al. (2004), demuestran la presencia de
receptores para EGF, denominado Eps8. Este receptor se expresa en gonocitos, células
de intersticiales y sustentaculares en ratas neonatas. Sin embargo, en el conejo no se ha
descrito la presencia de estos receptores y aunque en nuestro trabajo asumimos que el
comportamiento era similar al de la rata, nuestros resultados reflejan que probablemente
este receptor no exista o0 esta alterado. Es posible que la ventana de tiempo en el cual el
receptor podria activarse se limite al periodo de diferenciacién del gonocito y se inactive
posteriormente cuando se establece la IGCNU. El conejo es una especie poco estudiada,
en cuanto al desarrollo neonatal y la expresion de proteinas, porque es importante
determinar si esta especie cuenta con receptores para el EGF ya que Wunsch et al.,

reporta dos isoformas del receptor Eps8 como son p97 eps8 y p68 eps8.

Finalmente nosotros sugerimos que en el conejo con IGCNU, existen receptores para
EGF en los gonocitos, en células sustentaculares, intesrsticiales o células mioides y
probablemente el EGF no logra la diferenciacibn a espermatogonia debido a que sus
receptores estan inactivos o debido a que la accion indirecta del EGF sobre las células de
sustentaculares, intersticiales y mioides, no son suficientes para activar vias de
sefalizacién involucradas en este proceso de diferenciacion. Ademas de que
probablemente se requiera de una mezcla de factores de diferenciacion como AcR,
PDFGF, EGF, NCAM SCF entre otros que podrian estar actuando conjuntamente y de

manera simultanea.

En estudios previos realizados por Tonelli y Sorof (1980), demostraron en epitelio
mamario in vitro, que la administracion de EGF se logra un estadio de pre-diferenciacion
a las células en cultivo. Estos resultados confirman que el EGF es un elemento importante

para lograr la diferenciacion de células del epitelio mamario, para nuestro estudio
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probablemente seria necesario identificar si el EGF induce la diferenciacion de los
gonocitos in vitro, ya que bajo estas condiciones probablemente el EGF podria
administrarse exclusivamente a gonocitos aislados y ser una herramienta mas para el

estudio del papel del EGF sobre la diferenciacién de los gonocitos

Es importante hacer mencion que requerimos de mas estudios para determinar el papel
del EGF sobre la diferenciacion de los gonocitos, sin embargo contribuimos con el
conocimiento de que la OX por si sola favorece la diferenciacion del gonocito, dato que no
habia sido reportado hasta la fecha y que reafirma la necesidad de la XO como un factor
de reduccion para el desarrollo de la IGCNU y cancer testicular a futuro.

8. Conclusién
La OX por si sola favorece la diferenciacion de los gonocitos, reduce algunas alteraciones
identificadas en la IGCNU y disminuye la inmunopositividad a POU5F1, evitando

probablemente el riesgo de malignizacién de gonocitos a futuro.

En nuestro estudio, la administracion del EGF no favorecié la diferenciacion de los
gonocitos. Sin embargo, se requieren mas estudios sobre el papel del EGF en la

diferenciacién de los gonocitos.
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ANEXOS

ANEXO I: Clasificacion del grado de angustia/dolor y stress, sufrido por roedores y lagomorfos de

experimentacion.

ligero

Moderado

considerable

Ganancia de peso reducida

Perdida de peso mayor al 20%

Perdida de peso mayor al 25%

Alrededor del 40 al 75% de lo normal del
consumo de agua y alimento por un
periodo de 72 hrs

Consumo de agua y alimento menor al
40% de lo normal por un periodo de 72
hrs

Consumo de agua y alimento menor al
40% de lo normal por un periodo de 7
dias, o bien inapetencia total (anorexia)
por 72 hrs.

Piloereccion (erizado del pelo) parcial

Piel evidente por piloereccién marcada

Zonas evidentes de piel y/o piloereccion
marcada con otros signos de
deshidratacion como piel reseca.

Animales decaidos pero con respuesta de
comportamiento normal a los estimulos

IAnimales decaidos con respuesta de
comportamiento a los estimulos
deprimida

Sin respuesta a provocacién o actividad
externa

Interaccidén visual sostenida (peer)

Sin interaccion visual (peer)

IAcurrucado (posicidn en ovillo) transitorio
sobre todo después de la dosificacion o
manejo

IAcurrucado intermitente

IAcurrucado persistente, algunas veces
con tremores.

\Vocalizacidn transitoria

\Vocalizacidn intermitente en respuesta a
provocacion (chillidos)

Sufrimiento -vocalizacidn no provocada
(quejidos)

Descarga oculo-nasal transitoria

(signo tipico de cromorinodacriorrea en
roedores)

Descarga oculo-nasal persistente

Descarga 6culo nasal persistente y
copiosa.

Respiracion normal

Patron de resuello intermitente-
respiracion anormal

Dificultad respiratoria

[Tremores transitorios

[Tremores intermitentes

ITremores persistentes

Sin convulsiones

Convulsiones intermitentes

Convulsiones persistentes

Sin postracion

Postracion transitoria (menor a 1hr)

Postracion prolongada (por mas de 1 hr)

Sin auto mutilacion

Sin auto mutilacion

IAuto mutilacion

Report of the European

Laboratory Animals Science Associations (FELASA)
Working Group on Pain an Distress

London, November 1992.




ANEXO Il INDICE DE MADURACION EPITELIAL

Puntaje Maduracién

10 Espermatogénesis completa con gran cantidad
de espermatozoides.

9 Espermatogénesis completa con poca cantidad
de espermatozoides (5 por tubo).

8 No hay espermatozoides maduros, presencia de
espermatidas maduras en diferenciacion.

7 Gran cantidad de espermatidas sin algun signo

de diferenciacion.

6 Presencia de pocas espermatidas (5 por tubo).

5 Gran cantidad de espermatocitos presentes.

4 Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo).

3 Presencia Unicamente de espermatogonias.

2 No hay células germinales, sélo estan presentes

las células de Sertoli.

1 No hay células en el tubo seminifero.
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