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RESUMEN

Durante la vida fetal existen factores de programacion fetal que pueden alterar el
ambiente uterino determinando cambios permanentes en un organismo. La
subnutricion es uno de ellos y produce disminucion del numero de espermatozoides
y el volumen testicular en la vida adulta. Sin embargo los mecanismos subyacentes
involucrados en la programacion fetal son aun tema de investigacidon. Los factores
de crecimiento, como el factor neurotrofico derivado de células gliales, GDNF,
promueven la proliferacion y la diferenciacion de células de Sertoli en la vida
postnatal temprana y son esenciales en la auto-renovacion y diferenciacion de
espermatogonias, por lo tanto es candidato a mediar los mecanismos que
intervienen en la programacion fetal por subnutricion. El objetivo del presente estudio
fue determinar si diferentes estatus nutricionales durante los periodos de prefez,
lactancia o prefiez/lactancia alteran la inmunoexpresién de la proteina GDNF en el
testiculo. Se utilizaron ratas Wistar (n=40) de 120 dias de edad que fueron
apareadas y divididas al azar en 4 grupos: control, subnutrido en prefiez, subnutrido
en lactancia, subnutrido en prefez/lactancia. Las crias macho nacidas fueron
destetadas al dia 22, y alimentadas con dieta control hasta el dia 160 de vida
cuando fueron sacrificadas. Sus testiculos fueron fijados en formaldehido,
procesados histologicamente en parafina, obteniendo cortes en portaobjetos para
inmunohistoquimica y analisis morfométricos. Se utilizé anticuerpo primario anti-
GDNF y se analizaron las variables: area inmunomarcada (%), intensidad de la
inmunoexpresion de GDNF, altura del epitelio seminifero y diametro de los tubulos
seminiferos, numero de células de Sertoli y frecuencia de estadio del ciclo
espermatogénico, siendo expresadas como medias + eem. El porcentaje de area
inmunomarcada de GDNF fue mayor en el grupo subnutrido en prefiez comparado
con subnutrido en lactancia y con el grupo control (p<0,001). El diametro de los
tubulos seminiferos disminuyd en el grupo subnutrido en lactancia vy
gestacion/lactancia en comparacion con el grupo control (p<0,001). La altura del
epitelio seminifero fue mayor en el grupo subnutrido en lactancia comparando con el
grupo control, subnutrido en prefiez y subnutrido en prefiez/lactancia (p<0,002). El
numero de células de Sertoli por tubulo seminifero aumenté en los grupos
subnutridos (p<0,001) y se registré variaciones importantes en el ciclo
espermatogénico. Un aumento de GNDF en condiciones de subnutricion podria
generar un desbalance, al estimular la exagerada proliferacion de células germinales
y por lo tanto desbordando la capacidad de Sertoli de albergar y sostenerlas
metabodlicamente. En conclusion la expresion de GDNF en testiculo de ratas adultas
subnutridas aumenta dependiendo del momento de la subnutricién coincidiendo con
un aumento del numero de células de Sertoli y con disminucién del diametro de los
tubulos seminiferos, con posibles repercusiones posteriores en la espermatogénesis.
Futuros estudios son esenciales para analizar el efecto de la subnutricion sobre el
numero de células germinales y en los procesos de apoptosis y diferenciaciéon
celular por otros métodos como citometria de flujo que nos permitira cuantificar
dichas poblaciones celulares.



SUMMARY

During fetal life several fetal programming factors can alter the uterine environment
determining permanent changes in an organism. Undernourishment during
pregnancy decreases the sperm count and testicular volume in adult life. However
the underlying mechanisms involved in fetal programming are still subject of
research. Growth factors such as glial cell derived neurotrophic factor, GDNF,
promote proliferation and differentiation of Sertoli cells in early postnatal life, and are
essential in spermatogonial self-renewal and differentiation and therefore are
candidates for mediating the mechanisms involved in fetal programming
undernourishment. The aim of this study was to determine whether different
nutritional status during periods of pregnancy, lactation or pregnancy/lactation alter
GDNF protein immune expression in testis. We used Wistar rats (n = 40) of 120 days
old that were mate and randomly divided into 4 groups: control; undernourished
during gestation; undernourished under lactation, undernourished during
pregnancy/lactation. Male offspring were weaned at day 22, and fed with control diet
until day 160 of life when they were killed. Their testicles were fixed in formaldehyde,
paraffin-processed, and sliced obtained for immunohistochemistry and morphometric
analysis. We wused GDNF primary antibody and analyzed the variables:
immunostaining area (%), intensity of GDNF immune expression, seminiferous
epithelium height and diameter of the seminiferous tubules, number of Sertoli cells
and frequency in the spermatogenic cycle (expressed as mean + SEM). GDNF % of
immunostaining area was higher in the group: undernourished in pregnancy
compared with breastfeeding and with the control group (p <0.001). The seminiferous
epithelium was higher in the undernourished breastfeeding group compared with the
control group, undernourished undernourished in pregnancy and in pregnancy /
lactation (p <0.002). The diameter of the seminiferous tubules decreased in the group
undernourished in pregnancy and pregnancy / lactation compared to the control
group (p <0.001). An increase in GDNF in conditions of undernourishment could
create an imbalance by stimulating excessive cell proliferation germ and therefore
exceed the capacity Sertoli to provide metabolic sustain. In conclusion, the
expression of GDNF in testis of adult rats undernourished increases depending on
the time of undernourishment coinciding with an increase in the number of Sertoli
cells and decrease the diameter of the seminiferous tubules, with possible
subsequent impact on spermatogenesis. Future studies are still essential to discuss
the effect of undernourishment on the number of germ cells and apoptotic processes
and cell differentiation by other methods such as flow cytometry that allow us to
quantify these cell populations.



1. INTRODUCCION
1.1 Programacion fetal

Numerosos estudios epidemioldgicos y experimentales, han demostrado la
asociacion entre alteraciones intrauterinas y postnatales con una mayor
susceptibilidad en el adulto para desarrollar enfermedades metabdlicas,
cardiovasculares, del sistema nervioso central y trastornos reproductivos. La teoria
de “programacién fetal” fue popularizada por Barker (Barker et al. 1990), en la que
se establece que los insultos durante periodos criticos o sensibles en la vida fetal y
postnatal, predisponen a una mayor susceptibilidad a enfermedades cronicas en la
vida adulta. La respuesta fetal a un entorno desfavorable puede ser tan diversa
como ser una maduracion mas rapida, una limitacion del crecimiento, o el aborto
(Godfrey 1998). El paradigma de los "origenes del desarrollo de la salud y la
enfermedad" (developmetal origins of health and desease: DOHaD) establece que el
medio ambiente durante los periodos periconcepcion, gestacion y lactancia da forma
a los individuos en desarrollo, lo que conduce, en el caso de un entorno nocivo, a
una predisposicion a las enfermedades del adulto (Tarrade et al. 2015).

1.2 Nutricion como factor de programacion fetal

Diferentes experimentos en diversas especies de mamiferos (rata, ratéon, cobaya,
cerdo, etc.) demostraron que una reduccién de calorias materna o la ingesta de
proteinas durante el embarazo y la lactancia afecta la capacidad de crecimiento y la
capacidad cognitiva de las crias (Zambrano et al. 2014). Durante la subnutricion
materna, el feto en desarrollo detecta el entorno adverso y reprograma el genoma, lo
que favorece la supervivencia inmediata pero con resultados en la predisposicién a
enfermedades metabdlicas en la vida adulta. El desarrollo de enfermedades cronicas
posteriores en la edad adulta depende del grado de desajuste entre el ambiente pre
y postnatal (Lakshmy 2013).

1.3 Efectos de la subnutriciéon a nivel reproductivo en machos

Se ha reportado la disminucion de la esteroidogénesis testicular en fetos de ovejas
subnutridas durante la gestacion (Rae et al. 2002) y un efecto inhibidor sobre el
numero de células Sertoli y diametro de los tubulos seminiferos en animales adultos
(Kotsampasi et al. 2009, Evans et al. 2016). La restriccion de proteina durante la
gestacion de ratas, se asocia con disminucién en el numero de células de Sertoli y
altera los parametros de esperma en crias macho adultas (Toledo et al. 2011). Otros
estudios han relacionado la restriccion de nutrientes durante el desarrollo con el
retraso de la pubertad en machos y hembras (Da Silva et al. 2001) y efecto sobre el
eje hipotalamo hipofisario gonadal en ratas (Evans et al. 2016).
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1.4 Espermatogénesis testicular

La espermatogénesis es un proceso altamente ordenado que tiene lugar en los
tubulos seminiferos de los testiculos de mamiferos (Lagos-Cabré & Moreno 2008).
Es un proceso complejo en el que la diferenciacion de las células madre
espermatogonias (SSC) tienen la capacidad de auto-renovarse y diferenciarse para
culminar en la produccion de espermatozoides, con el apoyo del nicho, formado por
las células de Sertoli, células mioides peritubulares y componentes de la matriz
extracelular (Hai et al. 2014). La complejidad del proceso de espermatogénesis
requiere mecanismos de control ajustados y equilibrados, como lo demuestra la
duracion exacta de la espermatogénesis y la existencia de asociaciones definidas de
células germinales (Yang et al. 2010).

1.5 Los factores de crecimiento a nivel del testiculo: GDNF

Las células de Sertoli, son las células somaticas en el epitelio seminifero, y un
componente importante del nicho, proporcionan soporte fisico para las SSC y
también expresan proteinas y otros factores que regulan todas las etapas de
desarrollo de células germinales (Franga et al. 1998). Entre estas proteinas, las
células de Sertoli producen el factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF),
que regula a las células madre espermatogonias (Rooij & Russell 2000, Jan et al.
2012), regulando su destino celular a través de sus receptores GDNF-Ret y GFRa1
que juegan un papel importante en la regulacion de la auto-renovacion y
diferenciacion de las células madre espermatogonias (Meng et al. 2000).

11



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Programacion Fetal y origenes del desarrollo de la salud y enfermedad

La programacion fetal definida por primera vez por Alan Lucas en 1991, en la que se
establece que las alteraciones en el estado nutricional y/o hormonal del feto en el
medio uterino durante periodos criticos del desarrollo fetal, pueden provocar una
alteracién en la expresién del genoma fetal resultando en efectos permanentes
sobre una serie de procesos fisiologicos (Godfrey 1998). Durante el desarrollo fetal,
se suceden una serie de periodos criticos, en especial cuando ocurren la
organogenesis Yy la diferenciacion, ambos se caracterizan por ser periodos de rapido
crecimiento y son etapas en las que el feto es vulnerable, en las cuales las
variaciones producidas en los nutrientes o el suministro de oxigeno, u otras
perturbaciones para el medio ambiente, ocasionan un problema inmediato y una
respuesta en la que el feto se adapta a las sefiales ambientales adversas en el utero
con ajustes permanentes en los sistemas homeostaticos para ayudar a la
supervivencia adaptativa (Torrens et al. 2009). Entre las adaptaciones que
experimenta el feto, pueden ocurrir la disminucién de la tasa de division celular, ya
sea a través de concentraciones alteradas de los factores de crecimiento u
hormonas, también se pueden disminuir de forma permanente el numero de células
de determinados o6rganos (Abecia et al. 2006). En la actualidad se admite la
hipétesis de Barker y sus colaboradores, que considera ademas a las exposiciones
postnatales durante las fases cruciales del desarrollo en la vida temprana , llegando
a la teoria de los "origenes de la salud y enfermedades del adulto” dado que el
crecimiento durante la lactancia y la primera infancia también esta vinculado a
enfermedades en la vida adulta, basado en los resultados de sus investigaciones en
humanos acerca de disfunciones metabdlicas (diabetes tipo 2 y obesidad) vy
alteraciones cardiovasculares (hipertension) puede tener origen durante el desarrollo
temprano, durante la gestacion y la lactancia (Barker & Clark 1997, Langley-Evans
2001, Lakshmy 2013). Estudios recientes en humanos buscan generar conciencia de
la importancia de la dieta durante periodos clave del desarrollo durante la gestacion
y lactancia en poblaciones humanas. Diversas revisiones informan que los
mecanismos epigenéticos son el vinculo entre los acontecimientos de la vida
temprana y la salud en la vida adulta, con las marcas epigenéticas siendo
consideradas como sefales ambientales de larga duracion. Muchos érganos se ven
afectados por este proceso, incluyendo las génadas, debido a que la gametogénesis
se lleva a cabo durante la vida fetal, factores ambientales adversos pueden afectar
posteriormente la funcidén del eje reproductivo y entre ellos la subnutricion materna
es de central importancia pudiendo afectar a la fertiidad de la descendencia,
creando asi un efecto transgeneracional (Rhind et al. 2001, Davies & Norman 2002,
Dupont et al. 2012).
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2.1.1. Factores de programacion fetal

Son denominados factores de programacion fetal, los factores genéticos y aquellos
que alteren el ambiente uterino determinando cambios permanentes en los
mecanismos homeostaticos, con efectos perdurables en la vida adulta. Entre los
factores que alteran el ambiente uterino e inician la programacion fetal, se incluyen
la hipoxia y estrés intrauterino, la exposicion a hormonas y la nutricion (Thompson &
Al-Hasan 2012, Zambrano et al. 2014, Evans et al. 2016).

Estudios previos en animales han demostrado que la hipoxia intrauterina induce a la
restriccion del crecimiento fetal, y aumenta el riesgo de la enfermedad cardiaca
(Thompson & Al-Hasan 2012).

Con respecto a los factores hormonales estos regulan el crecimiento fetal y el
desarrollo de tejidos fetales, y tienen un papel central en la programacién intrauterina
alterando diversos factores de crecimiento, proteinas de unién y los componentes de
las vias de sefalizacion intracelulares (Fowden & Forhead 2004). Por ejemplo en
ovinos la administracion prenatal exégena de glucocorticoide (betametasona) afectd
el desarrollo gonadal provocando una reduccion en la longitud de los cordones
testiculares, el volumen ocupado por tejido intersticial y el peso testicular en fetos
(Pedrana et al. 2008). Asimismo en testiculos de ovinos en etapa prepuberal se
determind efectos sobre la inmunoexpresion de proteinas apoptéticas por la
administraciéon de glucocorticoides prenatales sugiriendo un papel crucial en la futura
capacidad reproductiva (Pedrana et al. 2013).

2.1.1.1. La nutricion como factor de programacion: efectos metabdlicos y
cardiovasculares

La nutricion es uno de los principales factores ambientales que intervienen en la
programacion de la salud y la enfermedad en los seres humanos y otras especies,
en multiples etapas de desarrollo. Diferentes enfoques experimentales han utilizado
gran variedad de desafios nutricionales que incluyen la restriccion de nutrientes en
general, o dietas hipocaldricas, o con restriccion de proteinas, la mayoria de ellos
actuan como una forma importante de estrés adrenal (Zambrano et al. 2014).

La restriccion del crecimiento fetal intrauterino resulta de la disfuncion utero-
placentaria durante la ultima etapa de la gestacion, aumentando el riesgo de
hipoglucemia en el periodo neonatal, de enfermedades cardiovasculares y de
padecer diabetes mellitus no insulino-dependiente en la vida adulta (Lesage et al.
2002, Fernandez-Twinn & Ozanne 2010). Otro estudio demuestra que la baja
exposicion de proteinas en ratas gestadas, provoca en la cria la reduccion de células
B del islote pancreatico al nacimiento y reduccién de la secrecién de insulina en la
vida adulta, presumiblemente debido a la reduccion inducida por la dieta
en la tasa de proliferacion y aumento de la apoptosis de las células
(Petrik et al. 1999, Brenseke et al. 2013).

Se ha reportado, que en ratas que fueron subnutridas durante la prefiez dan origen a
crias con restriccion en el crecimiento y éstas al ser sometidas a una alimentacién
ad libitum desarrollan un sindrome metabdlico caracterizado por obesidad,
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hipertension, hiperleptinemia e hiperinsulinemia y un adelanto del comienzo de la
pubertad (Howie et al. 2009). Por otra parte en humanos, la obesidad y los
desordenes metabdlicos asociados son unos de los problemas a nivel de las
sociedades actuales, causada por multiples factores entre ellos el estilo de vida en
sociedades desarrolladas en este siglo (Sloboda et al. 2009).

2.1.1.2. La nutricion como factor de programacion: efectos reproductivos

Los estudios en ovejas y en ratas han demostrado aumento de los niveles de
gonadotropina basales, FSH (Kotsampasi et al. 2009) y LH después de la
subnutricion materna, por aumento de la sensibilidad de la hipdfisis al GnRH o
aumento del GnRH a nivel hipotalamico (Deligeorgis et al. 1996). Una reciente
revision sugiere que la subnutricibn materna programa el sistema neuroendocrino
reproductivo, y que sistemas multiples estan involucrados o que los efectos se
manifiestan en diversos niveles dentro del eje reproductivo (Evans et al. 2016).

Estudios experimentales en ovinos, han demostrado que la subnutricion no altera el
inicio de la pubertad (Kotsampasi et al. 2009), sin embargo otros informan de un
retraso en la aparicion de la pubertad y disminucion de las concentracion de
testosterona y volumen testicular (Da Silva et al. 2001). A nivel testicular, la
subnutricion materna desde el apareamiento hasta el dia 50 (primer tercio de la
gestacion) mostraron un aumento de la expresibn de ARNm de la proteina
reguladora esteroidogénica aguda (StAR) en los testiculos fetales, es una proteina
implicada en el transporte de colesterol a las mitocondrias para la esteroidogénesis,
lo que indica una posible regulacién positiva de la esteroidogénesis testicular fetal
(Rae et al. 2002). La subnutricion durante la gestacion temprana en ovejas, desde
el dia 1 hasta el dia 110 de gestacion, (1er y 2do tercio de la gestacién, cabe
mencionar que la duracion de la gestacion en ovinos es de 150 dias) en testiculos
fetales no tuvo efecto ni en el niumero de células de Sertoli ni en la expresiéon de
productos de genes que regulan la apoptosis en la descendencia masculina
(Andrade et al. 2013). En cambio en testiculos de corderos de 10 meses de edad
(adultos) se demostré un efecto inhibidor sobre el numero de células de Sertoli y
disminucion el diametro de los tubulos seminiferos (Kotsampasi et al. 2009). Por
ultimo, en otro estudio, la subnutricion materna fue impuesta desde las 70 dias de
gestacion hasta el parto (2do y 3er tercio de la gestacion) hallando en corderos
recién nacidos, una reduccion del 20% en el numero de células de Sertoli y
disminucion de los volumenes de cordones testiculares (Bielli et al. 2002).

Diversas investigaciones en ratas, han demostrado que una restriccion de proteinas
en la dieta durante la gestacion (mencionando que la duracion de la gestacion en
ratas es de 21 dias) y/o lactancia, dan lugar a crias que presentan retraso en el
descenso testicular, reduccion de los niveles de LH y testosterona a los 70 dias de
vida, asi como disminuida la tasa de fecundidad y el conteo de espermatozoides en
ratas de 270 dias de edad (Zambrano et al. 2005). En otro experimento realizado en
similares condiciones y durante el mismo periodo, se observdo en testiculos
prepuberales la reducciéon del diametro de los tubulos seminiferos, del nimero de
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células germinales y de células de Sertoli por tubulo, este ultimo se hall6 mediante
una menor expresion de la proteina del receptor de andrégenos (AR), que se utilizd
como marcador de la maduracion de células de Sertoli (Rodriguez-Gonzalez et al.
2012). Una restriccion de proteinas durante la gestacion, y la lactancia con dieta
estandar , se asocia con la reduccién del numero de células de Sertoli, del conteo y
motilidad de espermatozoides, y aumento de las anomalias morfolégicas y la
retencién de gota citoplasmatica en la cola del epididimo y testiculos en animales
puberales y adultos (Toledo et al. 2011). El estado nutricional de la madre durante la
lactancia es equivalente y, posiblemente mas importante que la nutricién durante la
gestacion, se demostré que las crias cuyas madres fueron subnutridas durante la
lactancia tuvo consecuencias mas drasticas sobre el desarrollo gonadal en
comparacion con las crias cuyas madres estaban sunutridas soélo durante la
gestacion o durante la gestacion vy la lactancia; en el periodo perinatal, se reduce
los niveles circulantes de FSH en las crias macho sin afectar a las concentraciones
de LH y testosterona y la restriccion de nutrientes durante la lactacion de crias
macho se asocia con retraso de la pubertad y retraso drastico del crecimiento
testicular con reduccién del area del diametro y lumen de los tubulos seminiferos
(Leonhardt 2002). En el caso de dietas hipoproteicas e hipocaldéricas en madres
durante la lactancia, provocan disminucién en el diametro de los tubulos seminiferos
y en el tamafio y numero de células de Sertoli de sus crias macho (Ramos et al.
2006). La restriccion de proteinas materna durante la lactancia, reduce el peso
corporal y peso testicular en las crias de ratas macho en el destete (a los 21 dias
post parto) mostrando aumento de la concentracion de testosterona sérica y de
testosterona testicular, reduccidn de los niveles séricos de estradiol y disminucién de
la expresion de la enzima aromatasa testicular que indica dafio potencial en el
desarrollo de células germinales derivando en alteraciones en la funcién
reproductiva futura (Vilanova Teixeira et al. 2007).

Los hallazgos tanto en ovejas y ratas indican que la subnutricion durante la
gestacion puede reducir el desarrollo testicular en el recién nacido (Mossa et al.
2015). Sin embargo los mecanismos intrinsecos que median dichos cambios aun
son desconocidos.
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Dieta Periodo de Efectos en las crias Referencia
maternal subnutricion

Ovino subnutricion  Gestacion Disminucion de las concentracion de Da Silva, 2001
testosterona y volumen testicular. Retraso en el
inicio de la pubertad.

Ovino subnutricion  Gestacién Menos células de Sertoli y menor volumen de Bielli, 2002
(70d al cordones testiculares al nacer.
parto)

Ovino subnutricion  Gestacion Aumenta la expresion de RNA m para la Rae, 2002
0 - 50d) proteina androgénica responsable de la

esteirogenesis en el testiculo.
Ovino 50% de la Gestacion No tuvo efecto en la pubertad. Kotsompasi,
control (31-100d) Disminucion del numero de Sertoli y el diametro 2009

de los tubulos seminiferos en corderos adultos.

Ovino 50% dela Gestacion No hubo efecto en Sertoli ni en la expresion de Andrade, 2013
control (0a110d) genes apoptoticos en testiculos fetales.
Rata 50% de la Gestaciony  Durante el periodo perinatal, reduce los niveles Leonhardt,
control lactacion o circulantes de FSH en las crias macho sin 2002
Lactacion afectar a las concentraciones de LH y

testosterona. Retraso en el inicio de la pubertad.
Retraso drastico del crecimiento testicular con
reduccién del area del diametro y lumen de los
tubulos seminiferos en animales recién

destetados.
Rata Hipoproteica  Gestacion Retraso en el descenso testicular, reduccion de Zambrano,
ylo niveles de LH y testosterona, y baja tasa de 2005
lactacion fecundidad con conteo disminuido de

espermatozoides en adultos.

Rata Hipoproteica  Lactacion Disminucion en el diametro de los tabulos Ramos, 2006
y seminiferos, y en el tamafo y nimero de células
hipocalorica de Sertoli.
Rata Hipoproteica  Lactacion Aumento de testosterona plasmatica y testicular,  Vilanova
y reduccion de estradiol y aromatasa testicular, Teixeira, 2007

enzima indicadora de células germinales en
animales recién destetados.

Rata Restriccion Gestacion Reduccién de numero de células de Sertoliy de  Toledo, 2011
proteica (6% recuento de espermatozoides, y aumento del
proteina) numero de anomalias morfoldgicas, en animales

puberales y adultos.

Rata Hipoproteica  Gestaciony  Disminucion del diametro de los tubulos Rodriguez-
lactacion seminiferos, células germinales y células de Gonzalez,
Sertoli en la edad prepuberal. 2012

Cuadro comparativo N° 1. Estudios experimentales en ovinos y ratas. Efectos
reproductivos en crias con subnutricion materna.
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2.2.1. Desarrollo testicular fetal en ratas

La embriogénesis testicular en mamiferos, como la rata, puede ser dividida en dos
fases. La primera es la fase indiferenciada caracterizada por la aparicién de las
gonadas bipotenciales que surgen como estructuras pares dentro del mesodermo, a
partir de la cresta urogenital, la cual es un engrosamiento del mesodermo en la
pared dorsal del celoma embrionario, formado durante la gastrulacion del embrion.
Desde el punto de vista celular, la génada bipotencial estd conformada por cuatro
tipos celulares, las células germinales primordiales (PGC) y tres poblaciones de
células somaticas, entre las cuales tenemos los precursores de células de soporte o
células de Sertoli que derivan de las células del epitelio celémico, los precursores de
células esteroidogénicas (que daran origen a células de Leydig) y finalmente células
del tejido conjuntivo (a partir de la cuales se formara el tejido vascular, tunica y
células peritubulares mioides) (Veitia et al. 2001). Al dia 13 de la gestacion de la
rata, ocurre la segunda fase, la fase diferenciada, que comprende la expresién del
gen determinante del sexo (SRY) de la region Y, y se diferencia la génada
bipotencial en testiculo, o en su ausencia, se diferencia en ovario, conduciendo a su
vez a la diferenciacion de las células de Sertoli, éstas actian como centro
organizador de la gbnada masculina orquestando la formacién del cordédn testicular y
la diferenciacion de los demas tipos celulares del testiculo. Las células germinales
primordiales (PGC) migran a la cresta genital y proliferan por mitosis a gonocitos a
medida que quedan dentro de los cordones testiculares, hasta el dia 18 de gestacion
que entran en detencion mitética (estado de quiescencia) hasta unos pocos dias
después del nacimiento (Jan et al. 2012). Las células peritubulares mioides, también
migran hacia la gbnada masculina para formar una capa de células aplanadas que
rodean a los cordones sexuales y contactan con las células de Sertoli (Wilhelm et al.
2007). Hacia el dia 20 de la gestacién poco antes del nacimiento, el numero de
células de Sertoli aumenta rapidamente, mostrando en la rata su periodo de
actividad mitotica mas intenso, y siguen proliferando hasta después del nacimiento
(Hess & Franca 2005). Las células de Leydig fetales se agrupan cerca de los vasos
sanguineos y aumentan su numero a través de la gestacion alcanzando el pico
maximo antes del nacimiento, su biosintesis y secreciéon de andrégenos comienza
tempranamente durante el desarrollo, hay un pico de testosterona plasmatica a los
dias 18 y 19 de gestacion (Wu et al. 2007).
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2.2.2. Desarrollo testicular posnatal y puberal en ratas

En los testiculos al nacer se observan cordones sexuales con gonocitos en posicion
central, que reanudan sus divisiones mitoticas rapidas y continuas en los primeros
dias de vida con el fin de aumentar la poblacion celular (Zheng et al. 2014).
Gradualmente a partir del 5° dia de vida, los gonocitos migran del centro a la
periferia con la consecuencia que al llegar a la lamina basal se diferencian en células
madre espermatogonias o espermatogonias indiferenciadas (SSC), momento en el
cual la proliferacion cesa (Lagos-Cabré & Moreno 2008). El desarrollo normal de los
gonocitos en los primeros dias postnatales es critico para el desarrollo de una
espermatogénesis apropiada en el adulto (Rooij & Russell 2000). La supervivencia y
el desarrollo de las células madre espermatogonias (SSC) es responsabilidad de un
microambiente especializado denominado nicho, que es proporcionado por las
células de Sertoli, las células peritubulares mioides y las células intersticiales o de
Leydig. Las células de Sertoli, ofrecen nutrientes y factores de crecimiento testicular
como mencionaremos posteriormente, y éstas continuan proliferando hasta el dia 16
postnatal y luego detienen su multiplicacion (Skinner et al. 2005). Las células
peritubulares mioides participan en la transduccion de las sefiales entre el intersticio
y el compartimiento tubular mediante la secrecién de factores de transcripcion. Por
otra parte, las células de Leydig secretan la testosterona para mantener la
espermatogénesis (Zheng et al. 2014). Este nicho logra el equilibrio entre la auto-
renovacion de las células madre espermatogonias (SSC) y su diferenciacién a
espermatogonias diferenciadas tipo A. De este modo algunas de las SSC, que
comprenden las espermatogonias As (single), espermatogonias Ap (pair),
espermatogonias Aal (aligned), inician la espermatogénesis, diferenciandose
sucesivamente en espermatogonias A1, A2, A3, A4, Aln y B, de tamaio
progresivamente menor y cada vez mayor compactacion de la cromatina, para dar
lugar finalmente a los espermatocitos primarios (Rooij & Russell 2000). Entre los 17
y 18 dias comienza la meiosis de espermatocitos, que comprende a los
espermatocitos primarios que surgen de espermatogonias tipo B, las cuales pierden
el contacto con la lamina basal de los cordones sexuales, y por dos divisiones
meioticas sucesivas, se convertiran en espermatocitos secundarios y luego en
espermatidas, las cuales se pueden observar por primera vez entre los 24 y 25 dias
de edad (Lagos-Cabré & Moreno 2008). En la rata, la aparicion de los primeros
espermatozoides en el lumen de los cordones sexuales, se observan
aproximadamente a los 45 dias de edad, momento en el que alcanzan la pubertad,
comprendiendo la finalizacién de la primera onda espermatogénica y la formacion de
los tubulos seminiferos (Cheng & Mruk 2010). Las células de Sertoli en este
momento se someten a una conversion de maduracion, incluyendo los cambios
morfoldgicos con nucléolo grande vy tripartita, la pérdida de actividad proliferativa, y la
formacion de la barrera hemato-testicular (Hai et al. 2014) y secretan niveles mas
altos de factor neurotrofico derivado de células gliales (GDNF) (Meng et al. 2000).
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2.2.3. Espermatogénesis y ciclo del epitelio seminifero en ratas

La espermatogénesis es un proceso por el cual se produce la transformacién de las
espermatogonias en espermatozoides durante un periodo prolongado de tiempo
dentro de los limites de los tubulos seminiferos de los testiculos. Inicia unos dias
después del nacimiento, se completa cuando el individuo alcanza la pubertad, y se
continua durante toda la vida del animal (Hess & De Franca 2008). Consta de tres
fases.

Primera fase: espermatocitogenesis o proliferativa o mitética

En la cual las espermatogonias tipo A1, comienzan las divisiones mitéticas para dar
origen a sucesivas generaciones de espermatogonias tipo A2, A3 y A4.
Posteriormente continua la diferenciacion a las espermatogonias intermedias (In) y
luego a las espermatogonias tipo B. En promedio, la mitad de la poblacidén de las
células hijas de tipo A en division mitdtica, se diferencia hasta transformarse en
células de tipo B y con ello pierden su potencialidad para producir espermatogonias
A, mientras que la otra mitad de la poblacion de células hijas no pierde sus
caracteristicas de las progenitoras (Leblond & Clermont 1952, Hermo et al. 2010).

Segunda fase: Meiosis

Cuando espermatogonias tipo B, finalmente, se diferencian en espermatocitos
primarios o pre-leptoteno, estas células germinales estan prontas para entrar en la
segunda fase o meiosis, un proceso crucial en la espermatogénesis durante el cual
las células germinales diploides se dividen y se diferencian en espermatidas
haploides (Jan et al. 2012). Este proceso se lleva a cabo mediante dos divisiones
meibticas sucesivas y se denominan primera divisidn meiotica o meiosis | y segunda
division meidtica o meiosis |l (separacién de las cromatidas hermanas en células
haploides). La meiosis | involucra procesos complejos que incluyen movimiento de
los cromosomas homologos, cada uno compuesto de un par de cromatidas
hermanas, a los polos opuestos de los espermatocitos dando como resultado dos
células hijas. Se inicia con la profase |, etapa de larga duracion y caracterizada por
el apareamiento e intercambio de los segmentos de los cromosomas homdlogos
(Hermo et al. 2010), a su vez esta se subdivide en cuatro etapas citolégicas:
leptoteno (condensacién de la cromatina), cigoteno (inicio de la union de los
cromosomas homologos), paquiteno (union completa) y diacinesis (entrecruzamiento
y formacion de quiasmas) (Jan et al. 2012). Posterior a la profase |, continta la
metafase | donde los cromosomas homodlogos pares se alinean en la placa
ecuatorial. En la anafase |, los miembros de cada par migran a polos opuestos de la
célula, y la telofase |, las células hijas se separan aunque permanece un puente
citoplasmatico entre ellas, originandose los espermatocitos secundarios, estas
células presentan una vida media muy corta debido a eso es dificil observarlos
(O’Donnell et al. 2006). Como resultado, de cada espermatocito primario diploide se
obtienen dos espermatocitos secundarios y de estos se originan cuatro
espermatidas redondas haploides.

Tercera fase: espermiogénesis
Por ultimo, la tercera fase (espermiogénesis), comprende la diferenciacion celular de
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las espermatidas redondas que atraviesan una serie de cambios morfoldgicos hasta
llegar a la formacion de los espermatozoides. Dichos cambios implican la fase de
Golgi que implica la formacion del acrosoma, a partir del complejo de Golgi
prominente en el cual se acumulan pequefos granulos, que posteriormente se
fusionan y forman una vesicula acrosémica, ésta entra en contacto con la envoltura
nuclear, se une a ella y asi establece el polo anterior del espermatozoide en
desarrollo. Le sigue la fase acrosémica, donde la vesicula acrosomica se extiende
hasta la mitad anterior del nucleo a modo de capuchdn y se pasa a llamar acrosoma,
que contiene varias enzimas hidroliticas como la hialuronidasa entre otras, que le
servira en el inicio de la fecundacién para disociar las capas del ovocito. Durante la
fase acrosomica el nucleo de las espermatidas se orienta hacia la base y el
axonema se proyecta hacia la luz del tubulo seminifero ademas el nucleo se
condensa y se alarga dando origen a las espermatidas elongadas, uno de los
centriolos comienza la formacion del flagelo, mientras que las mitocondrias se
acumulan alrededor de la porcion proximal del flagelo, donde se generan los
movimientos del espermatozoide. Por ultimo, en la fase de maduracioén, se produce
la eliminacion del citoplasma de las espermatidas (espermatidas tardias),
formandose asi los cuerpos residuales que son fagocitados por las células de
Sertoli, y formandose finalmente los espermatozoides que son inmdviles y liberados
al lumen del tubulo seminifero (espermiacion) (Junqueira & Carneiro 2005).

Los espermatozoides liberados llegan a los tubulos rectos que desembocan en la
rete testis, y luego siguen camino a través de conductillos eferentes desembocando
en el conducto epididimario (formando parte del epididimo) donde completan su
maduracién (se almacenan y adquieren movilidad entre otros cambios funcionales y
estructurales). Es recién en el aparato reproductor femenino donde se capacitan y
son capaces de fecundar (Tadokoro et al. 2002, Lagos-Cabré & Moreno 2008).

Ciclo espermatogénico o ciclo del epitelio seminifero

El ciclo espermatogénico o del epitelio seminifero consiste en una serie de etapas o
estadios que se constituyen a medida que las células germinales se diferencian y se
desplazan progresivamente hacia el lumen del tubulo, formando asociaciones
dinamicas dentro del epitelio seminifero, en cada seccion determinada de los
tubulos. Después de una serie de cambios en la composicion celular de cada zona
del epitelio seminifero, la composicién celular original de cada area reaparece y se
inicia de nuevo (Jan et al. 2012). Las investigaciones de Leblond y Clermont en los
afios 50’s demostraron que hay seis generaciones sucesivas de espermatogonias y
el ciclo empieza con espermatogonias de tipo A, y si se examinan las asociaciones
celulares en todos los segmentos de un tubulo seminifero, se comprobara una
progresion ordenada desde un estadio del ciclo hacia el siguiente (Leblond &
Clermont 1952).

En ratas, el ciclo del epitelio seminifero se clasifica en 14 estadios designado en
numeros romanos del | al XIV, dentro de ellas se detalla la espermiogénesis en 19
pasos con numeros arabigos del 1 al 19, haciendo referencia a la transformacion
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morfolégica de espermatidas en espermatozoides (Leblond & Clermont 1952,
O’Donnell et al. 2006, Lagarrigue et al. 2011). Los espermatozoides formados en la
ultima etapa (etapa 19), se localizan en los estadios VIl y VIl del ciclo (Kopera et al.
2010). El tiempo para que tenga lugar toda la sucesion de cambios, representa la
duracion del ciclo del epitelio seminifero, su duracion permanece constante segun la
especie. En la rata, dura alrededor de 12, 5 a 13 dias. Una espermatogonia necesita
aproximadamente cinco ciclos, o sea, 65 dias, para completar su diferenciacién a
espermatozoide y ser liberado hacia la luz del tubulo seminifero (Hermo et al. 2010).

La organizacion fundamental y la integridad del epitelio seminifero son
proporcionadas por las células de Sertoli (Lagarrigue et al. 2011). Estas células son
en la etapa adulta alargadas, de forma cilindrica, poseen nucleo basal, grande e
irregular, de forma triangular u oval, presentando un profundo repliegue en la
membrana nuclear, con uno o dos nucléolos. La posicidon del nucleo varia de
acuerdo al estadio del ciclo espermatogénico. Su citoplasma es irregular debido a
que emiten numerosas prolongaciones citoplasmaticas laterales entre las células
germinales, extendiéndose desde la lamina basal hacia la luz de los tubulos
seminiferos, podemos observar en un primer nivel las espermatogonias, en un
segundo nivel los espermatocitos y en el tercer nivel cerca del lumen del tubulo a las
espermatidas y espermatozoides. Esta organizacion situa a las espermatogonias y
espermatocitos jovenes en el compartimiento basal, mientras que los espermatocitos
maduros y espermatidas se encuentran en el denominado compartimiento
periluminal. De esta manera, mantiene las asociaciones celulares en todo el proceso
de la espermatogénesis (Hess & Franga 2005).

A continuacion, se describen las asociaciones celulares o estadios en la rata
(Leblond & Clermont 1952) (Figura 1): el estadio | se caracteriza por presentar las
espermatogonias mas diferenciadas o tipo A4, estas acumulan mas cromatina en la
membrana nuclear y el nucleo tiene forma ovoide. También observamos
espermatocitos en paquiteno, y espermatidas redondas (en etapa 1) y elongadas (en
etapa 15). En los estadios Il y Ill, se observan espermatogonias tipo A1 presentan
ausencia de heterocromatina y espermatogonias Intermedias, espermatocitos en
paquiteno citoplasma mas voluminoso, y espermatidas redondas (en etapa 2 y 3) y
elongadas (en etapa 16). En los estadio IV y V, se observan espermatogonias A1,
Intermedias y tipo B, espermatocitos en paquiteno, y espermatidas redondas (en
etapa 4) y elongadas (en etapa 17). En los estadios VI, se observan
espermatogonias tipo A1 y B, comenzandose a observar los espermatocitos pre-
leptoténicos y en paquiteno, y espermatidas redondas (en etapa 6) y elongadas (en
etapa 18). En los estadios VII y VIII, se observan espermatogonias tipo A1y
espermatocitos en leptoteno y paquiteno, y espermatidas elongadas (en etapa 7 y 8)
y espermatozoides (en etapa 19) en la luz del tdbulo, en donde ocurre la
espermiacion. En los estadios IX se observan espermatogonias A1, espermatocitos
en leptoteno y paquiteno, y espermatidas redondas (en etapa 9). En los estadios X al
XIl, se observan espermatogonias tipo A2, espermatocitos en lepto-cigoteno y
paquiteno, y espermatidas elongadas (en etapa 10 al 12). En los estadios XllI, se
observan espermatogonias tipo A3, espermatocitos en cigoteno y diacinesis, y
espermatidas elongadas (en etapa 13). Finalmente el estadio XIV, espermatogonias
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tipo A3, espermatocitos en paquiteno y espermatocitos secundarios, y espermatidas
elongadas (en etapa 14).

espermatozoides

Células
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Figura 1. A- Diagrama representativo de un sector del tubulo seminifero, detallando
las uniones intercelulares de dos células de Sertoli y las células germinales,
rodeando el tejido intersticial adaptado de Hai y colaboradores (Hai et al. 2014). B-

Esquema del ciclo espermatogénico en rata adaptado de Leblond y Clermont
(Leblond & Clermont 1952).
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2.3. Factores de crecimiento testiculares

La espermatogénesis es un proceso muy complejo, que incluye miles de genes, que
pueden tener un patrén de expresion ubicua o pueden tener una funcién especifica
en los tejidos reproductivos o la espermatogénesis (Shima et al. 2004).

Los factores de crecimiento o de transcripcidn son proteinas especiales que
participan en la activacion de secuencias reguladoras y promotoras, involucradas en
la sintesis de ARN mensajero de un gen dado, regulando a nivel de la transcripcion
del ADN. Estos factores se clasifican en basales que interactuan con la region
promotora del gen, y en especificos que actuan con la regién reguladora. Los
factores de transcripcion pueden actuar reconociendo y uniéndose a secuencias
concretas de ADN, uniéndose a otros factores, o uniéndose directamente a la ARN
polimerasa. Los factores de transcripcion son estimulados por senales
citoplasmaticas. Al ser activados adquieren la capacidad de regular la expresion
geénica en el nucleo celular, bien activando o reprimiendo la transcripcion de diversos
genes (De Robertis et al. 2000).

Existe una multiplicidad de factores de crecimiento que estan implicados en los
mecanismos de control local a nivel testicular como ser GDNF (factor neurotroéfico
de células gliales), ETV 5 (ETS variante 5), FGF2 (factor de crecimiento fibroblastico
2), entre otros (Ishii et al. 2012). Se han descrito en diversas investigaciones, que las
células somaticas del testiculo estan involucradas en la produccion de factores de
crecimiento, como son GDNF, Activin A y BMP4 (proteina morfo genética dsea 4),
con el fin de regular el balance entre la renovacién por mitosis de células madre,
diferenciacién celular y en el ingreso a la meiosis (Hofmann et al. 2005, Jan et al.
2012). Algunos han sido demostrado que actua directamente en espermatogonias tal
como GDNF, que regula la auto-renovacion de las células madre espermatogonias
(SSC) mientras que la inhibicién de su diferenciacién la ejerce el BMP4, que tiene
tanto un efecto de proliferacién y diferenciaciéon en estas células (Rossi & Dolci
2013).

2.3.1. Factor Neurotroéfico derivado de Células Gliales (GDNF)

El GDNF es un polipéptido, miembro de la superfamilia del factor de crecimiento
transformante B (TGF- ). Fue encontrado por primera vez en el medio de cultivo de
la linea celular B49 de rata y fue identificado como un polipéptido homodimérico de
211 aminoacidos (aa), altamente conservado (93% de homologia entre el gen de la
rata con el humano). La estructura del gen GDNF consta de 3 exones pequefios (20
pb, 178 pb y 498 pb) y 2 intrones de gran tamano (4.8 kb y 8 kb) (Pifia Leyva et al.
2014). Los transcriptos GDNF (ARNm) se presentan como dos isoformas GDNFa y
GDNFB, y la proteina GDNF es producido a partir de ambas isoformas (Trupp et al.
1995).

Los transcriptos se han encontrado expresados en neuronas dopaminérgicas del
sistema nervioso y en varios tejidos periféricos, siendo altamente expresado en la
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piel, el rindn, el estbmago y los testiculos, y se detectd baja expresion en el musculo
esquelético, ovarios, pulmén y glandula adrenal. En estdmago y riiidn se justificd su
expresion por su inervacion simpatica. Y en el caso de los testiculos, en estos tejidos
que no se halla inervado directamente por el tronco simpatico, los 6rganos
reproductores reciben inervacion simpatica del ganglio mesentérico inferior,
hallandose un papel no neuronal (Trupp et al. 1995). Estudios mas recientes en
ratas, reafirmaron concentraciones de GDNF relativamente altas en el riidn y los
testiculos durante los periodos embrionarios y neonatales, respectivamente, y
disminuyeron con la edad. Alcanzando un nivel maximo a alrededor del dia 14
postnatal, en el cuerpo estriado, hipocampo y el tallo cerebral. Sin embargo, los
niveles cerebrales fueron generalmente inferiores a los de tejidos no neurales
(Katoh-Semba et al. 2007).

GDNF a nivel del sistema nervioso

Inicialmente identificado por ser un potente factor tréfico que promueve la
supervivencia, el mantenimiento y la reparacion de las neuronas dopaminérgicas y
motoras del mesencéfalo (Kubota et al. 2004). Su investigacién se ha centrado en
hallar un potencial terapéutico en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y
otras enfermedades neurodegenerativas (Pifia Leyva et al. 2014).

GDNF a nivel testicular

GDNF fue hallado en testiculos de varias especies, incluida ratéon (Oatley et al. 2007)
y rata (Kubota et al. 2004, Buageaw et al. 2005), bovino y en primates y humanos
(Spinnler et al. 2010).

La proteina GDNF y ARNm estan presentes en las células de Sertoli de ratas
(Fouchécourt et al. 2006, Johnston et al. 2011). La produccion de GDNF por las
células de Sertoli esta regulada por FSH, teniendo un papel principal en el
mantenimiento y la auto-renovacion de las SSC en el nicho de testiculo, al menos en
cultivos de células de ratones postnatales (Tadokoro et al. 2002).

Se ha demostrado en diversas investigaciones que las células de Sertoli son las

principales productoras de GDNF testicular (Meng et al. 2000, Katoh-Semba et al.
2007, Hofmann 2008).
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Transcriptos de GDNF

El transcrito de GDNF (ARNm) se ha encontrado expresado en células Sertoli pero
no en espermatocitos ni en espermatidas, indicando que la principal fuente de GDNF
en el epitelio seminifero en condiciones fisiologicas es la célula de Sertoli en
animales adultos (Johnston et al. 2011). Estudios previos en ratones, demostraron la
presencia de GDNF en espermatidas elongadas (Yu et al. 2003) y en las células
peritubulares de testiculos de ratas recién nacidas (Katoh-Semba et al. 2007).

Estudios en testiculos fetales y adultos de humanos, demostraron que la expresion
de GDNF puede ser detectada en las células de Leydig y células de Sertoli. Sin
embargo, el alto nivel de expresion de GDNF sélo se detectd en espermatidas
redondas y algunos tipos de espermatocitos, o que sugiere que el GDNF puede
desempenar un papel esencial en la espermatogénesis y la maduracion testiculo; a
diferencia que en testiculos de rata, el receptor GFRa1 es detectable sélo hasta dia
10 postnatal en células de Sertoli. Estos hallazgos sugieren un papel critico para
GDNF durante la diferenciacion de las estructuras testiculares y proporcionan
evidencia de una funcion adicional importante en el testiculo adulto de humanos y
roedores (Davidoff et al. 2001). Estudios recientes en testiculos de humanos,
proporciona una evidencia clara de que las células peritubulares del testiculo son
una fuente de GDNF (Spinnler et al. 2010). A diferencia de los humanos, un estudio
experimental reciente en ratones adultos ha detectado ARNm y proteina GDNF en
células de Sertoli, células peritubulares pero no en células de Leydig, y la regulacion
de la expresién de GDNF en las células mioides peritubulares es dependiente de la
testosterona, influyendo significativamente en el microambiente o nicho para el
mantenimiento de SSC y prevenir la sobrepoblaciéon de SSC en el mismo (Chen et
al. 2014).

Efectos del GDNF

El GDNF tiene un marcado efecto autdcrino, estimulante sobre la proliferacion de las
células de Sertoli durante el periodo postnatal temprano del desarrollo de los
testiculos de ratas, por lo que tiene un papel crucial en la espermatogénesis (Hu et
al. 1999). La accion del GDNF es esencial en la regulacion paracrina de auto-
renovacion y diferenciacion en espermatogonias (Meng et al. 2000) (Figura 2). Su
mecanismo de accion es a través de la sefializacion de c-Ret tirosina quinasa que se
expresa en la espermatogonia indiferenciada A (Naughton et al. 2006) y requiere un
co-receptor-ligando especifico GFRa1 (Jing et al. 1996) para promover la auto-
renovacion de espermatogonias (Chen & Liu 2015).
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Ontogenia de la proteina GDNF en testiculos durante la etapa fetal, periodo
perinatal, puberal y adulto

Esta regulacién ya se lleva a cabo por GDNF desde el periodo perinatal (Naughton
et al. 2006). Durante el periodo perinatal, el balance es mayor de auto-renovacion,
ya que el tamafo de los testiculos se establece a través de la proliferacion de
células de Sertoli. Por lo tanto, GDNF permite la primera ola de la
espermatogénesis. En el periodo de la pubertad y de adultos, el tamafo de los
testiculos y la produccidén de esperma alcanza una meseta, con un equilibrio entre la
diferenciacion de células madre y la auto-renovacién, como las células de Sertoli ya
no se dividen y que soporta un numero fijo de células germinales (Hess et al. 2006).
Puesto que la relacion de las células de Sertoli y las células germinales es
constante, el numero de células germinales tiene que ser controlado para que
coincida con la capacidad de apoyo de las células de Sertoli, que implica tanto la
expansion y la muerte de las células germinales (Chiarini-Garcia et al. 2003).

Se ha realizado experimentos con ratones transgénicos que sobreexpresan GDNF,
observandose acumulacion de espermatogonias indiferenciada en los tubulos
seminiferos lo que lleva a tumores seminomas y colapso de la espermatogénesis
(Meng et al. 2000). Mientras que la espermatogénesis disminuye gradualmente en
los ratones heterocigotos (GDNF+/-, fenotipo salvaje), llegan a la pubertad y son
fértiles, y a medida que pasa la edad, solo las espermatogonias logran diferenciarse
y el pool de SSC se agotaria, dando sindrome de solo células de Sertoli “Sertoli cell-
only sindrome” (SCOS), mientras va ocurriendo la hipospermatogénesis y la pérdida
de espermatogonias, lo que lleva a la infertilidad. Los ratones GDNF-/- , mueren al
nacer con insuficiencia renal y neuronal (Ishii et al. 2012, Hai et al. 2014).

Por todo lo anteriormente expuesto es que en el presente trabajo nos planteamos
evaluar, en condiciones de subnutricion durante diversos momentos del desarrollo
de un individuo, si a nivel testicular el GDNF se modifica y si lo hace de qué manera.
Nos preguntamos si la expresion de GDNF media los procesos intrinsecos de la
programacion por subnutricion en el testiculo de ratas.
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Auto-renovacion

As

Figura 2. Esquema ilustrativo de la acciéon del GDNF en la regulacion de la auto-
renovacion y diferenciacion de las células madre espermatogonias (Adaptado de Jan
et al. 2012).
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3. HIPOTESIS

La subnutricion en etapas claves del desarrollo, disminuye la expresion de GDNF y
la espermatogénesis en testiculos de animales adultos.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los factores intrinsecos del testiculo que intervienen en la programacién
por subnutricion.

Objetivos especificos

En testiculos de ratas adultas cuyas madres fueron subnutridas en la prefiez,
lactancia o prefiez/lactancia

1.

Cuantificar la inmunoexpresion del Factor Neurotréfico derivado de Células
Gliales (GDNF) en el tubulo seminifero.

Determinar el numero de células de Sertoli.

Analizar los cambios en la morfologia testicular.

. Determinar la inmunoexpresion de GDNF por estadio del ciclo

espermatogénico.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Diseino experimental

Los procedimientos y el disefio experimental fueron aprobados por el comité de ética
de la Universidad Mc Master de Canada.

5.2. Animales

Se utilizaron para conformar harenes hembras Wistar de 120 dias de edad (n=24)
apareadas con machos Wistar y mantenidos en jaulas de a dos animales, con un
ciclo de 12 horas de luz/oscuridad con libre acceso al agua. Los machos fueron
alimentados con la dieta estandar durante el periodo previo al apareamiento. Luego
de confirmado el apareamiento, se establecieron 4 grupos de animales: 1- control:
hembras mantenidas con dieta estandar durante la prefiez y lactancia (proteina 18%,
grasa 5%, energia digestible 3.4 kcal/gm, 18% Protein Diet, Diet 2018, Harlan Teklad
Global,Blackthorn, Bicester, UK). 2-UNP: subnutridas durante la prefiez: hembras
alimentadas con el 50% de la dieta control en prefiez. 3- UNL: subnutridas en
lactancia: hembra alimentadas con el 50% de la dieta control en lactancia. 4- UNPL:
subnutridas en prefiez y lactancia: hembras alimentadas con el 50% de la dieta
control durante prefiez y lactancia. Se obtuvieron crias macho (n=40) que fueron
destetados al dia 22, y luego alimentados con dieta control hasta el dia 160 de vida.
Al dia 160 postnatal los animales machos fueron sometidos al ayuno durante la toda
la noche y sacrificados por decapitacion luego de ser anestesiados con pentobarbital
sodico intraperitoneal.

1) Control: dieta estandar (proteina: 18%, grasa: 5%, ed:3,4 kcal/gram)

UNP: 5,0% dieta Dieta estandar Dieta estandar
estandar
. . UNL: 50% dieta . .
Dieta estandar estandar Dieta estandar
@ UNPL: 50% dieta estandar Dieta estandar

—— SHe e ' 4:1 ) e nNn= 40
o~ ‘.7;.7).;;_ % ' g { i d -
o A 4 R

I

|

0 2 220 POST .
GESTACION B LACTACION o i DESTETE

Figura 3. Esquema ilustrativo del disefio experimental del trabajo de investigacion.
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5.3. Procesamiento histolégico

Los testiculos fueron disecados, pesados, cortados y fijados en solucién de
formaldehido al 10% durante 12 horas y sumergidos en etanol (70, 96 y 100%),
cloroformo, e incluidos e impregnados en parafinas para la confeccion de los
bloques.

Se realizaron cortes de 5 micrometros de espesor en micrétomo (Leica Reichert
Jung Biocut 2030, Wetzlar, Alemania). Se colocaron en un bafo de flotacién de agua
corriente a 37°C. Luego se levantaron los cortes en portaobjetos. Se procedio al
secado de las laminas en estufa para evitar el desprendimiento. Se obtuvieron 20
cortes histologicos por testiculo izquierdo por cada animal para el analisis
morfométrico de los testiculos, asi como para las técnicas de inmunohistoquimica.

5.4. Técnica de inmunohistoquimica

Se realiz6 el desparafinado de los cortes de testiculo en estufa a 60° (15 minutos),
luego fue inmerso en buffer citrato y Tween 20 para culminar el desparafinado, luego
se procedido a la rehidratacién y recuperacion antigénica en microondas a alta
potencia por 3 minutos con solucion buffer citrato 0,01 M pH 6.0. Posteriormente se
lavd con agua destilada y luego PBS. Se procedié luego a la inactivacion de
peroxidasas endogenas con peroxido de hidrogeno al 3% (H20;). Para el bloqueo de
uniones inespecificas se colocd sobre la lamina suero normal al 10% (15 min) o
suero bloqueante. Luego se cubrieron los cortes con anticuerpo primario policlonal
de conejo anti GDNF (rabbit policlonal anti GNDF, concentracion 0,2mg/ml, dilucién
10-20ug/ml, 1:100, ab 18956, Abcam, EEUU). Se incubo por 18 horas a 4°C en una
camara humeda. Al dia siguiente se realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno con
PBS y luego colocamos el anticuerpo secundario biotinilado (concentrado, volumen
10 ml, kit mouse monoclonal HRP/DAB, ab 64259 Abcam) durante 30 minutos.
Posteriormente se lavo con PBS y se coloco el complejo enzimatico estreptavidina-
peroxidasa (HRP/DAB detection Kit, ab 64259 Abcam, EEUU) 30 minutos y se lavd
con PBS, para luego realizar el revelado con solucion de cromégeno de
Diaminobencidina (HRP/DAB detection Kit, ab 64259, Abcam, EEUU) de 2 minutos.
Posteriormente se lavo con agua destilada y posteriormente se agregé Hematoxilina
de Mayer durante 15 segundos para la contracoloracion. Luego se realizé el virado
en agua corriente y la posterior deshidratacién en concentraciones crecientes de
etanol 70, 95 y 100 %. Por ultimo se realizé la aclaramiento con xilol, montaje con
entelan y se colocaron los cubreobjetos. Para verificar la especificidad de la técnica
se realizaron controles negativos remplazando el anticuerpo primario por suero
normal suero no inmune (dilucion 1: 500).
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5.5. Captura de imagenes de preparaciones de inmunohistoquimica

Se realiz6 la captura de imagenes mediante un software de captura (DinoCapture
2,0 software, AnMo Electronics Corporation, Taiwan) a través de una camara digital
(Dino-Eyepiece, AM-423X, AnMoElectronicsCorporation, Taiwan) conectada a un
microscopio trinocular (Premiere Profesional, modelo MRP-5000, Manassas,
EE.UU.).

Se capturaron 30 imagenes de tubulos seminiferos a menor aumento (10x) por
testiculo. Luego se capturaron 4 imagenes a mayor aumento (40x) del epitelio
seminifero del mismo tubulo, obteniendo un total de 120 imagenes por testiculo y por
animal las cuales se utilizaron para los analisis morfométricos.

5.6. Analisis digital de imagenes

Se realizd el analisis semi-cuantitativo para la inmunoexpresion de GDNF, 120
imagenes por animal y por testiculo (controles y tratados). Se analiz6 el porcentaje
de area inmunomarcada e intensidad de inmunopositividad en el parénquima
testicular total, intersticio (células de Leydig) y tubulos seminiferos (células Sertoli y
células germinales--espermatogonias, espermatocitos, espermatidas,
espermatozoides) mediante software de analisis de imagenes (Image J 1.43m,
Wayne Rasband open Source, National Institutes of Health, EEUU,
http://rsb.info.nih.gov/ij/). = Dicho  procesamiento  incluyendo segmentacion,
binarizacion, umbralizacion y creacion de macro automatizando el procesamiento de
cada imagen con los parametros de intensidad de coloracién marrén (DAB positivos)
seleccionados/umbralizados previamente.

Analisis morfométrico

Se midio el area y diametro de 20 tubulos seminiferos a menor aumento (10x) en
corte transversal, y la altura del epitelio seminifero desde la lamina basal a la luz del
tubulo por testiculo y animal con un total de 120 imagenes a mayor aumento (40x)
para la evaluacion de la etapa o estadio del ciclo espermatogénico mediante la
identificacion de las asociaciones celulares presentes.

Clasificacion de estadios del epitelio seminifero

Las etapas del ciclo espermatogénico se determinaron utilizando la clasificacion de
estadios de | a XIV identificados para el ciclo espermatogénico de la rata (Leblond
and Clermont, 1952 y Russell et al. (1990).
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5.7. Analisis estadistico

Las variables dependientes continuas medidas fueron expresadas como medias (+
e.e.m), siendo las siguientes: variables de inmunohistoquimica: porcentaje de area
inmunomarcada e intensidad de inmunomarcacién en el parénquima testicular total;
variables morfométricas: area ocupada por tubulo seminifero, diametro de tubulo
seminifero, altura epitelio seminifero, conteo de células de Sertoli por tubulo
seminifero. Ademas se determind la frecuencia observada (relativa /absoluta) de
estadios del ciclo del epitelio seminifero y se correlacioné con la inmunoexpresion de
GDNF. Los resultados obtenidos se compararon mediante ANOVA considerando en
el modelo el efecto del tratamiento (subnutricion en prefiez: UNP, subnutricion en
lactancia: UNL, subnutricién en prefiez y lactancia: UNPL), Se utiliz6 para ello el
programa estadistico (SAS; v. 9.1; SAS Institute Inc; Cary, NC, EE.UU). También se
analizaron las frecuencias para los estadios celulares de la expresion de GDNF y se
compararon dentro y entre grupos de subnutricion (UNP, UNL, UNPL). En todos los
casos, el nivel de significacion fue de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

Los resultados del modelo experimental indicaron un efecto de la subnutricion en
prefez, lactancia, y prefez y lactancia sobre las variables continuas: porcentaje de
area inmunomarcada e intensidad de inmunomarcacion en el parénquima testicular
total, area y diametro de tubulos seminiferos, altura del epitelio seminifero, y numero
de células de Sertoli por tubulo seminifero (p< 0.0001).

6.1 Resultados de inmunolocalizacion de GDNF en el testiculo de ratas.

La inmunoexpresion de la proteina GDNF se localizé coincidentemente, tanto en
testiculos del grupo control y de los grupos tratados, en el parénquima testicular en
los tubulos seminiferos, en el citoplasma de las células sustentaculares de Sertoli.
En algunos animales de grupo control, se observa inmunoexpresion en
espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides (Figura 4).

Sin embargo, en los UNP se observd la expresion mas intensa de GDNF en el
citoplasma de Sertoli cercano a la lamina basal y respecto a las células germinales
se expresd con mayor intensidad en espermatogonias y espermatidas elongadas. En
cambio, en el grupo UNL, la expresion de GDNF en citoplasma de Sertoli, es
uniforme, y en células germinales, se localizO6 con mayor intensidad en
espermatocitos en leptoteno y espermatidas elongadas. Y por ultimo, en el grupo
UNPL, la expresion de GDNF en citoplasma de Sertoli, es mas intensa a nivel del
compartimento basal y adluminal siendo mas leve en el intermedio, y respecto a las
células germinales, se observdo expresion de GDNF, en espermatogonias,
espermatocitos en leptocigoteno, espermatidas elongadas y espermatozoides.
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Figura 4. Imagenes representativas de la localizacién de la inmunoexpresion de
GDNF en el testiculo de ratas adultas: a- grupo control, b- grupo de ratas
subnutridas durante la gestacién (UNP), ¢- grupo de ratas subnutridas durante la
lactancia (UNL), d- grupo subnutridas en prefiez y lactancia (UNPL), e- control

negativo de la técnica de inmunohistoquimica. Aumento 40x. Barra de escala: 10p.
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6.2 Resultados de inmunoexpresion de GDNF en el testiculo de ratas.

El porcentaje de area inmunomarcada de GDNF fue mayor en el grupo subnutrido
en prefiez (UNP) y lactancia (UNL) comparado con el grupo control (p<0,0001). No
se registraron diferencias entre subnutrido en prefiez/lactancia (UNPL) y control
(Figura 5-a).

En la intensidad de inmunomarcacion de GDNF se incrementd durante los
periodos de subnutricion en prefiez (UNP) o en lactancia (UNL) respecto al grupo
control, siendo el UNL mas intenso que el UNP (p<0,0001). En cambio el grupo
UNPL fue menor que el grupo control (p=0,0048) (Figura 5-b).

a b

o Area inmunomarcada 108 px Intensidad de inmunomarcacion
0
37,00 - 9 -
36,50 - 8 -
36,00 | 7 ]
35,50 6
35,00 -
5 4
34,50 -
4 4
34,00 -
3 4
33,50
33,00 - 2
32,50 - 19
32,00 + 0 -
CONTROL UNPL CONTROL UNPL

Figura 5. Cuantificacion de la inmunoexpresion de GDNF en el parénquima
testicular de ratas adultas subnutridas durante la gestacion (UNP), lactancia (UNL),
prefiez y lactancia (UNPL) comparadas con el grupo control. a- Area
inmunomarcada (%). b- Intensidad de inmunomarcacion (media de intensidad de
pixeles en unidades arbitrarias).
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6.3. Resultados de variables morfométricas

El parénquima testicular de ratas adultas tanto en el grupo control como los grupos
subnutridos durante la gestacion (UNP), lactancia (UNL), prefiez y lactancia (UNPL)
evidenciaron el desarrollo de los tubulos seminiferos (Figura 6).

Figura 6. Imagenes representativas de parénquima testicular de ratas adultas. a-
grupo control, b- grupo de ratas subnutridas durante la gestacion (UNP), c- grupo de
ratas subnutridas durante la lactancia (UNL), d- grupo de ratas subnutridas prefiez y
lactancia (UNPL). Obsérvese que la mayor parte de las imagenes se encuentran
ocupadas por los tubulos seminiferos (ts), rodeados por tejido intersticial (i). Note
qgue en las imagenes se observa en localizacién central un tubulo seminifero (ts) en
corte transversal. Se evidencia los tubulos seminifero (ts) en ¢ y d de menor area 'y
diametro que los tubulos en ay b. Aumento 10x. Barra de escala: 50 p.
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6.3.1. Resultados de area ocupada por tubulos seminiferos

Los grupos subnutridos en lactancia (UNL) y en prefiez/lactancia (UNPL), muestran
una menor area ocupada por tubulos seminiferos respecto al control (p<0,0001). En
el grupo subnutrido en prefiez (UNP), no se registraron diferencias respecto al grupo
control (Figura 7-a).

6.3.2. Resultados de diametro de tibulos seminiferos

Los grupos subnutridos UNL y UNPL presentaron un menor diametro de los tubulos
seminiferos comparando con el grupo control y el grupo UNP (p<0,0001), siendo
UNL de mayor diametro que el UNPL (p<0,0001). Entre el grupo UNP y el grupo
control no se muestran diferencias (Figura 7-b).

6.3.3. Resultados de altura de epitelio seminifero de testiculo de ratas.

La altura del epitelio seminifero fue mayor en el grupo subnutrido en lactancia (UNL)
comparado con el grupo control (p<0,0212). Se registré en los grupos subnutridos en
prefiez (UNP) y en prefiez/lactancia (UNPL) un epitelio seminifero mas bajo respecto
al grupo control (p<0,01) (Figura 7-c).

6.3.4. Resultados del conteo de células de Sertoli por tabulo seminifero en el
testiculo de ratas.

El total de las células de Sertoli por tubulo seminifero fue mayor en el grupo
subnutrido en prefiez (UNP) respecto al grupo control (13,4 versus 11,9 células de
Sertoli/tubulo; p<0,0001), asi como el grupo subnutrido en lactacion (UNL) (13;
p=0,0019) y en el grupo subnutrido en prefiez/lactancia (UNPL), siendo este ultimo el
mas elevado (14,4; p<0,0001) de los grupos subnutridos (Figura 7-d).
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Figura 7. Analisis morfométrico de los tubulos seminiferos de testiculos de ratas
adultas. Mediciones de: a- Area ocupada por los tubulos seminiferos (um?). b-
diametro de los tubulos seminiferos (um), c- altura del epitelio seminifero (um), d-
conteo del numero de células de Sertoli por tubulo seminifero (ts), realizadas en
grupos de ratas subnutridas durante la gestacion (UNP), lactancia (UNL), prefiez y
lactancia (UNPL) comparadas con el grupo control.

38



6.4. Frecuencias observadas de estadios del ciclo espermatogénico en
animales del grupo control y los grupos en tratamiento

Se observaron asociaciones celulares desde el estadio | al XIV en el grupo control y
se los comparo con los grupos subnutridos. Se realizé la prueba de independencia
de Chi-Cuadrado. Para ello se realizd el procedimiento de tabulacion cruzada -
estadio por tratamiento (Variable para Filas: estadio, Variable para Columnas:
tratamiento). Puesto que el valor-P fue menor que 0,05 se rechaza la hipétesis de
que filas y columnas son independientes con un nivel de confianza del 95,0%. Por lo
tanto, el valor observado de estadio para un caso en particular, esta relacionado con
su valor en tratamiento.

En el grupo control el estadio espermatogénico VIl (18%) tuvo la frecuencia mas alta
y los mas bajos fueron | y Il (1%), entre los tubulos seminiferos observados (Figura
8-a).

En los grupos subnutridos se registré diferencias comparando con el grupo control,
en todos los estadios estudiados del | al XIV, siendo las frecuencias en grupos
subnutridos mas altas en Il, Il y IX y XIlll, y mas baja en VI, VII VIIl, Xl y Xl
comparando con el grupo control (p= 0,0019).

En el grupo subnutrido en prefiez, el estadio espermatogénico V fue el mas
observado en los tubulos seminiferos (18%) siendo mayor la frecuencia de
observacion que el grupo control. Las frecuencias observadas disminuyen en los
estadios VI, VIl y VIII en los grupos subnutridos comparando con el control (Figura 8-
b).

En el grupo subnutrido en lactancia, los estadios espermatogénico IV y V (17%)
tuvieron las frecuencias mas altas en los tubulos seminiferos observados,
comparado con el grupo control, registrandose una disminucion de la frecuencia en
el estadio IV (11%), no marcandose diferencias en el estadio V. Se evidencian entre
los aumentados los estadios IV, IX y XIIlI, y marcadamente disminuidos los estadios
VII, VIII, X'y XlI (Figura 8-c).

En el grupo subnutrido en prefiez/lactancia, los estadios espermatogénico V y VII
(16%) tuvieron las frecuencias mas altas en los tubulos seminiferos observados,
comparado con el grupo control no se registro diferencias. No se registro diferencias
con las frecuencias mas bajas. Entre las frecuencias observadas aumentadas
moderadamente el estadio IX, y marcadamente incrementado los estadios Xlll y IV,
y disminuidos levemente los estadios VII y VIII, y disminuidos los estadios VI y XII
(Figura 8-d).
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Figura 8. Determinacion de frecuencias observadas de estadios celulares del | al
XIV observados en tubulos seminiferos de ratas adultas (I-XIV) a- control
(CONTROL) y subnutridas b- durante la gestacién (UNP), c- durante la lactancia
(UNL), d- prefiez y lactancia (UNPL).
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6.5. Resultados de inmunoexpresion de GNDF y su correlacién con los
estadios del ciclo espermatogénico

En los estadios IV, V, VI, VII, IX, Xll y XIlll, se registraron diferencias significativas
entre los grupos subnutridos con el grupo control (Figura 9).

La inmunoexpresion de GDNF en el estadio IV fue mayor en los grupos UNP (p<
0,0049) y UNL (p< 0,0025) respecto al grupo control. En cambio, el grupo UNPL no
mostré diferencias significativas con el grupo control. Lo mismo ocurre en el estadio
V donde fue mayor la inmunoexpresion de GDNF en UNP (p< 0,0015) y UNL (p<
0,0146) y no se registro diferencias significativas en el grupo UNPL respecto al
grupo control.

La inmunoexpresion de GDNF en el estadio VI fue mayor en el grupo UNL (p<
0,0083) respecto al grupo control. En los grupos UNP y UNPL no mostraron
diferencias significativas con el grupo control. Sin embargo, entre los grupos
subnutridos, el grupo UNP fue mayor al UNPL (p< 0,0310), al igual que UNL (p<
0,0010), mientras que UNP y UNL, no evidenciaron variaciones significativas.

La inmunoexpresion de GDNF en estadio VII fue mayor en los grupos UNP (p<
0,0036), UNL (p< 0,0001) y UNPL (p< 0,0561) comparando con el grupo control. En
ese mismo estadio VIl comparando entre los grupos subnutridos la mayor expresion
de GDNF fue en el grupo UNL respecto al grupo UNPL (p<0,0063).

La inmunoexpresion de GDNF en el estadio IX fue mayor en los grupos UNP (p<
0,0247) y UNL (p< 0,0513) respecto al grupo control. Mientras el grupo UNPL no
mostro diferencias significativas con el grupo control.

La inmunoexpresion de GDNF en el estadio XIlI fue menor en el grupo UNPL (p<
0,0438) respecto al grupo control, y también respecto a UNP (p< 0,0429) y UNL (p<
0,0554). Mientras los grupos UNP y UNL no mostraron diferencias significativas con
el grupo control. Lo mismo sucede en en el estadio Xlll donde fue menor en el grupo
UNPL (p< 0,0066) respecto al grupo control, y también respecto a UNP (p< 0,0002)
y UNL (p< 0,0015). Mientras los grupos UNP y UNL no mostraron diferencias
significativas con el grupo control.

En los estadios I, II, lll, VIII, X, Xl y XIV, no evidenciaron diferencias significativas
con el grupo control.
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Figura 9. Analisis comparativo de la inmunoexpresiéon de GDNF segun estadio del
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literales indican diferencias significativas entre grupos para un mismo estadio (p
<0,05).
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7. DISCUSION

1- (Cémo la subnutricion afecté la expresion del factor neurotréfico
derivado de células gliales (GDNF) en el testiculo?

La inmuno localizacidén observada coincide con estudios previos donde se localiz6 al
GDNF en células de Sertoli y células germinales como paquitenos y espermatidas
(Fouchécourt et al. 2006, Caires et al. 2010). En otras investigaciones, se describe
que en condiciones fisioldgicas la unica fuente de GDNF son las células de Sertoli,
sin embargo bajo condiciones de estrés se altera su expresion génica (Johnston et
al. 2011).

Nuestros resultados mostraron la sobre expresién de GDNF en testiculo de crias de
ratas adultas nacidos de madres subnutridas durante la gestacion o durante la
lactancion. Un aumento de GNDF en condiciones de subnutricion podria generar un
desbalance, al estimular la exagerada proliferacion de células germinales generando
mayor numero de células y por lo tanto desbordando la capacidad de Sertoli de
albergar y sostenerlas metabdlicamente. Estudios previos demostraron que una
sobre expresion de GDNF altera la espermatogénesis y causa tumor de células
germinales no metastasico por hiperproliferacién de espermatogonias (Meng et al.
2000). Nuestros resultados obtenidos coinciden con esta aseveracion, dado que en
el presente estudio observamos cambios no solo en la expresion de GDNF en crias
de madres subnutridas durante diversos periodos del desarrollo, sino que
observamos cambios en su morfologia y en la frecuencia de asociaciones celulares
en el epitelio seminifero, sefal que evidencia cambios en la espermatogénesis.

En cuanto a la sobre expresion de GDNF, esta depende del momento de la
subnutricion, con posibles repercusiones posteriores en la espermatogénesis. Sin
embargo la expresién en animales subnutridos durante todas las etapas parece
generar un fendmeno de habituacién a dichas condiciones de subnutricién.

Otro experimento mostrd resultados en la descendencia de madres que fueron
sometidos a subnutricion durante la lactancia presentando aumento en la
concentracion sérica de leptina, siendo ésta un potente estimulador de la produccién
de LH y FSH (Teixeira et al. 2007), este dato nos coincide con nuestro aumento de
GDNF que actua en sinergismo con FSH.
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2- ;Cémo afecto la subnutricion durante periodos de desarrollo pre y
posnatal a la estructura testicular — citoarquitectura testicular?

La subnutricion materna no afect6 el desarrollo normal de tubulos seminiferos en
crias adultas.

Las crias de madres subnutridas en lactancia son mas afectadas por la nutricion,
disminuyendo el diametro de tubulos seminiferos y por ende el area ocupada por los
tubulos. Sin embargo, las crias de madres subnutridas en prefiez no ven afectado su
diametro. Por lo que, la madre no compensa su falta de nutricion en ella, por mas
que su objetivo sea nutrir al lactante, no logra ajustar los requerimientos del
crecimiento de sus crias. La produccion de leche durante la lactancia en condiciones
de subnutricion en la rata afecta quizas la cantidad y la calidad, por lo que las crias
no reciben buena nutricién produciéndose por lo tanto un efecto negativo sobre la
morfologia testicular. Siguiendo la misma linea de interpretacion, los animales
subnutridos durante prefiez y lactancia, muestran una marcada disminucion del
diametro de los tubulos seminiferos al igual que los solamente subnutridos en
lactancia. Nuestros resultados coinciden con datos de animales prepuberales con
restriccion de proteina materna, que también produce disminucion del diametro de
los tubulos seminiferos (Leonhardt 2002, Ramos et al. 2006, Rodriguez-Gonzalez et
al. 2012). Un estudio reciente sostiene que el diametro de los tubulos seminiferos en
los animales adultos esta altamente correlacionado con el nuamero de células
germinales (Kotsampasi et al. 2009). Mientras que otra investigacion, relacioné la
dependencia de la altura del epitelio germinal con los estadios celulares en los
tubulos seminiferos de rata en condiciones fisioldgicas (Wing & Christensen 1982).
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3- ;¢ Como afectd la subnutricion a las células de Sertoli?

Nuestros datos registraron, un aumento del GDNF concomitante con un aumento del
numero de células de Sertoli, tanto en animales con subnutricion materna durante la
gestacion y durante la lactancia, coincidiendo con la influencia registrada en otros
estudios de GDNF sobre la proliferacion de Sertoli (Yang & Han 2010). También se
registro en células aisladas de gonadas de ratones que GDNF estimula la mitosis de
células de Sertoli (Wu et al. 2005), y otras investigaciones también en ratones
detectaron los transcriptos (ARNm) de GDNF y a sus receptores (GFRa1 y Ret) en
la cresta urogenital y testiculos antes y después del nacimiento por métodos de
Hibridacion in situ (Golden et al. 1999), registrandose su disminucién a partir de la
primera semana post-natal (Hu et al. 1999). Luego en el adulto influye en las células
de la linea germinal como las espermatogonias indiferenciadas (Meng et al. 2000,
Skinner et al. 2005).

Por otra parte es sabido que existe una correlacién entre el numero de células de
Sertoli con el desarrollo de la espermatogénesis normal, descrito en varias especies
de animales (Johnston et al. 2008). Solo el aumento del numero de las células de
Sertoli no es representativo de una adecuada espermatogénesis. Por el contrario
estudios diversos indican que en fenotipos de testiculos con sélo células de Sertoli
se produce alteracion de la espermatogénesis, como sucede en animales knockout
de GDNF, donde se observa pérdida de espermatogonias, resultando en un fenotipo
de “células de Sertoli solamente” (Meng et al. 2000).

Nuestros resultados muestran un aumento del numero de células de Sertoli en
adultos de los grupos subnutridos en distintos periodos del desarrollo pre y
postnatal, lo que indica que hubo una alteracién del proceso de multiplicacién celular
de Sertoli durante la vida, pre o postnatal prepuberal, donde se han descrito el
desarrollo de las mismas. Estos datos contrastan con los resultados de disminucion
del niumero de células de Sertoli (10.53 £ 0.13 en dieta hipo proteica versus 11.45 +
0.1en controles con dieta estandar) en ratas con restriccion de proteinas durante la
gestacion (Toledo et al. 2011), ni con estudios previos en ratas subnutridas
(Genovese et al. 2010). Esto podria explicarse probablemente por las diferencias en
el modelo experimental utilizado, el numero de animales que utilizaron en dichos
experimentos y que la edad de los animales, el tiempo, y el tipo de
subnutricion fueron otros, y son todos ellos factores importantes que
podrian influir en los animales en el numero de células de Sertoli finalmente
obtenido.

Sin embargo, nuestros datos de aumento de células de Sertoli en animales
subnutridos concuerda con lo registrado en condiciones de dafio testicular por
productos quimicos o radiacién, las células madre espermatogonias (SSC)
aumentan en numero rapidamente para compensar el dafio, mientras que se dividen
lentamente en condiciones fisiologicas (Rooij & Russell 2000).
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4- ;Qué ocurri6 con Ila frecuencia de los estadios del ciclo
espermatogénico en animales subnutridos?

Con respecto a los estadios del ciclo espermatogénico nuestros datos
en animales control coinciden con lo observado en ratas adultas, donde
el estadio VIl es el mas frecuentemente observado, por ser el de mayor
duracion (Hess et al. 1990). Por otra parte también estudios previos demostraron
que en condiciones de tratamiento farmacoldgico, se altera esta frecuencia del
estadio VII, tal como ocurre en nuestro presente estudio en los testiculos de
animales subnutridos (Johnston et al. 2008).

La programacion por subnutricion alterd la frecuencia en todos los estadios del ciclo
espermatogénico, aumentando unos y disminuyendo otros, segun el momento del
desarrollo cuando ocurre la subnutricion en ratas, lo que sugiere una alteracion en el
ciclo espermatogénico.

5- ;Como se relaciona la inmunoexpresion de GDNF y los cambios en los
estadios del ciclo espermatogénico?

Nuestros resultados de los animales control coinciden con estudios previos donde se
observo que la distribucion de GDNF en las células de Sertoli esta fuertemente
relacionado a la expresion de ARNm de GDNF vy la distribucién de proteina GDNF
dentro del citoplasma de las células de Sertoli, variando asimismo con el estadio
donde es maxima su expresion entre Xlll- I, y va decreciendo hacia el estadio VII
(Johnston et al. 2011). También coincidimos con otro estudio, en el que se encontrd
la expresidon de ARNm y la proteina GDNF, secretada por las células de Sertoli es
dependiente de la etapa del ciclo espermatogénico, siendo maxima en las etapas Il-
VI 'y alcanza un minimo en las etapas IX-XI (Grasso et al. 2012).

Estos datos apoyan la hipotesis de algunos trabajos de investigacidon que los
cambios ciclicos en la expresion de GDNF por las células de Sertoli son
responsables de la etapa especifica y de la diferenciacion de espermatogonias
madre, las células fundamentales de la espermatogénesis.

En base a nuestros resultados de los animales que sus madres fueron subnutridas,
podemos sugerir que la subnutricidn materna modifica la inmunoexpresion de GDNF
en el tubulo seminifero de testiculos de crias, y que esta vinculado al estadio en que
se encuentre el tubulo seminifero, sobreexpresandose durante los estadios Ill al Xl
donde normalmente se produce un descenso en la expresion de GDNF.

Por lo tanto nuestros estudios reafirman la hipétesis de programacion por
subnutricion, en funcién de las modificaciones en la expresiéon de GDNF, un
importante factor de transcripcién producido por la célula de Sertoli y que
modifica a su vez los estadios del ciclo espermatogénico.

La importancia de nuestros resultados abarcan un interés amplio tanto en medicina
veterinaria como humana, dado que el GDNF esta presente en el mantenimiento de
espermatogonias de nuestro modelo bioldgico y el hombre (Chen & Liu 2015).
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8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que existe efecto de la subnutricion durante la prefiez,
lactancia y prefez/lactancia sobre la inmunoexpresién de la proteina de GDNF en el
parénquima testicular y sobre la estructura testicular afectando el diametro de los
tubulo seminiferos, su epitelio seminifero, sus células sustentaculares y en los
estadios del ciclo espermatogénico. Por lo tanto la subnutricion durante diferentes
periodos del desarrollo pre y posnatal altera la morfologia testicular, asi como el
proceso de la espermatogénesis.

Estas modificaciones tienen como base, factores moleculares como el factor
neurotrofico derivado de células gliales GDNF, modificando su expresion en células
testiculares. Por lo tanto se concluye que la subnutricion diferencial en la prefiez,
lactancia y en ambos periodos regula la expresiéon del GDNF, siendo este uno de los
mecanismos intrinsecos promotores de los cambios observados a nivel de los
tubulos seminiferos.

Los avances generados en este estudio de mecanismos moleculares que se
producen a nivel testicular por la subnutricién nos permiten identificar al GDNF como
biomarcador para la deteccion de alteraciones en la espermatogenesis en el adulto.

Estudios a futuro cuantitativos a través de otras metodologias como citometria de
flujo podrian confirmar si el numero de células de Sertoli y de células germinales
esta también afectado en estas condiciones de subnutricion, a largo plazo de la vida
adulta por la subnutricion durante distintas etapas del desarrollo. Resta aun por
analizar en su conjunto los procesos de apoptosis y proliferacion celular y
diferenciacion celular y cémo se modifican en condiciones de subnutricién.
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