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RESUMEN 
 
Durante la vida fetal existen factores de programación fetal que pueden alterar el 
ambiente uterino determinando cambios permanentes en un organismo. La 
subnutrición es uno de ellos y produce disminución del número de espermatozoides 
y el volumen testicular en la vida adulta. Sin embargo los mecanismos subyacentes 
involucrados en la programación fetal son aún tema de investigación. Los factores 
de crecimiento, como el factor neurotrófico derivado de células gliales, GDNF, 
promueven la proliferación y la diferenciación de células de Sertoli en la vida 
postnatal temprana y son esenciales en la auto-renovación y diferenciación de 
espermatogonias, por lo tanto es candidato a mediar los mecanismos que 
intervienen en la programación fetal por subnutrición. El objetivo del presente estudio 
fue determinar si diferentes estatus nutricionales durante los períodos de preñez, 
lactancia o preñez/lactancia alteran la inmunoexpresión de la proteína GDNF en el 
testículo. Se utilizaron ratas Wistar (n=40) de 120 días de edad que fueron 
apareadas y divididas al azar en 4 grupos: control, subnutrido en preñez, subnutrido 
en lactancia, subnutrido en preñez/lactancia. Las crías macho nacidas fueron 
destetadas al día 22, y alimentadas con dieta control hasta el día 160 de vida 
cuando fueron sacrificadas. Sus testículos fueron fijados en formaldehido, 
procesados histológicamente en parafina, obteniendo cortes en portaobjetos para 
inmunohistoquímica y análisis morfométricos. Se utilizó anticuerpo primario anti-
GDNF y se analizaron las variables: área inmunomarcada (%), intensidad de la 
inmunoexpresión de GDNF, altura del epitelio seminífero y diámetro de los túbulos 
seminíferos, número de células de Sertoli y frecuencia de estadio del ciclo 
espermatogénico, siendo expresadas como medias ± eem. El porcentaje de área 
inmunomarcada de GDNF fue mayor en el grupo subnutrido en preñez comparado 
con subnutrido en lactancia y con el grupo control (p<0,001). El diámetro de los 
túbulos seminíferos disminuyó en el grupo subnutrido en lactancia y 
gestación/lactancia en comparación con el grupo control (p<0,001). La altura del 
epitelio seminífero fue mayor en el grupo subnutrido en lactancia comparando con el 
grupo control, subnutrido en preñez y subnutrido en preñez/lactancia (p<0,002). El 
número de células de Sertoli por túbulo seminífero aumentó en los grupos 
subnutridos (p<0,001) y se registró variaciones importantes en el ciclo 
espermatogénico. Un aumento de GNDF en condiciones de subnutrición podría 
generar un desbalance, al estimular la exagerada proliferación de células germinales 
y por lo tanto desbordando la capacidad de Sertoli de albergar y sostenerlas 
metabólicamente. En conclusión la expresión de GDNF en testículo de ratas adultas 
subnutridas aumenta dependiendo del momento de la subnutrición coincidiendo con 
un aumento del número de células de Sertoli y con disminución del diámetro de los 
túbulos seminíferos, con posibles repercusiones posteriores en la espermatogénesis. 
Futuros estudios son esenciales para analizar el efecto de la subnutrición sobre el 
número de células germinales y en los procesos de apoptosis y diferenciación 
celular por otros métodos como citometría de flujo que nos permitirá cuantificar 
dichas poblaciones celulares. 
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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 used 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. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

10 
 

1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Programación fetal  
 
Numerosos estudios epidemiológicos y experimentales, han demostrado la 
asociación entre alteraciones intrauterinas y postnatales con una mayor 
susceptibilidad en el adulto para desarrollar enfermedades metabólicas, 
cardiovasculares, del sistema nervioso central y trastornos reproductivos. La teoría 
de “programación fetal” fue popularizada por Barker  (Barker et al. 1990), en la que 
se establece que los insultos durante períodos críticos o sensibles en la vida fetal y 
postnatal, predisponen a una mayor susceptibilidad a enfermedades crónicas en la 
vida adulta. La respuesta fetal a un entorno desfavorable puede ser tan diversa 
como ser una maduración más rápida, una limitación del crecimiento, o el aborto 
(Godfrey 1998). El paradigma de los "orígenes del desarrollo de la salud y la 
enfermedad" (developmetal origins of health and desease: DOHaD) establece que el 
medio ambiente durante los periodos periconcepción, gestación y lactancia da forma 
a los individuos en desarrollo, lo que conduce, en el caso de un entorno nocivo, a 
una predisposición a las enfermedades del adulto (Tarrade et al. 2015).  
 
1.2 Nutrición como factor de programación fetal 
 
Diferentes experimentos en diversas especies de mamíferos (rata, ratón, cobaya, 
cerdo, etc.) demostraron que una reducción de calorías materna o la ingesta de 
proteínas durante el embarazo y la lactancia afecta la capacidad de crecimiento y la 
capacidad cognitiva de las crías (Zambrano et al. 2014). Durante la subnutrición 
materna, el feto en desarrollo detecta el entorno adverso y reprograma el genoma, lo 
que favorece la supervivencia inmediata pero con resultados en la predisposición a 
enfermedades metabólicas en la vida adulta. El desarrollo de enfermedades crónicas 
posteriores en la edad adulta depende del grado de desajuste entre el ambiente pre 
y postnatal (Lakshmy 2013). 
 
1.3 Efectos de la subnutrición a nivel reproductivo en machos 
 
Se ha reportado la disminución de la esteroidogénesis testicular en fetos de ovejas 
subnutridas durante la gestación (Rae et al. 2002) y un efecto inhibidor sobre el 
número de células Sertoli y diámetro de los túbulos seminíferos en animales adultos 
(Kotsampasi et al. 2009, Evans et al. 2016). La restricción de proteína durante la 
gestación de ratas, se asocia con disminución en el número de células de Sertoli y 
altera los parámetros de esperma en crías macho adultas (Toledo et al. 2011). Otros 
estudios han relacionado la restricción 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 hipotálamo 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 
túbulos seminíferos de los testículos de mamíferos (Lagos-Cabré & Moreno 2008). 
Es un proceso complejo en el que la diferenciación de las células madre 
espermatogonias (SSC) tienen la capacidad de auto-renovarse y diferenciarse para  
culminar en la producción 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 
duración 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 testículo: GDNF 

 
Las células de Sertoli, son las células somáticas en el epitelio seminífero, y un 
componente importante del nicho, proporcionan soporte físico para las SSC y 
también expresan proteínas y otros factores que regulan todas las etapas de 
desarrollo de células germinales (França et al. 1998). Entre estas proteínas, las 
células de Sertoli producen el factor neurotrófico 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 GFR1 
que juegan un papel importante en la regulación de la auto-renovación y 
diferenciación de las células madre espermatogonias (Meng et al. 2000). 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1. Programación Fetal y orígenes del desarrollo de la salud y enfermedad 
 

La programación 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 períodos críticos del desarrollo fetal, pueden provocar una 
alteración en la expresión del genoma fetal resultando en efectos permanentes 
sobre una serie de procesos fisiológicos (Godfrey 1998). Durante el desarrollo fetal, 
se suceden una serie de períodos críticos, en especial cuando ocurren la 
organogénesis y la diferenciación, ambos se caracterizan por ser períodos de rápido 
crecimiento y son etapas en las que el feto es vulnerable, en las cuales las 
variaciones producidas en los nutrientes o el suministro de oxígeno, u otras 
perturbaciones para el medio ambiente, ocasionan un problema inmediato y una 
respuesta en la que el feto se adapta a las señales ambientales adversas en el útero 
con ajustes permanentes en los sistemas homeostáticos para ayudar a la 
supervivencia adaptativa (Torrens et al. 2009). Entre las adaptaciones que 
experimenta el feto, pueden ocurrir la disminución de la tasa de división celular, ya 
sea a través de concentraciones alteradas de los factores de crecimiento u 
hormonas, también se pueden disminuir de forma permanente el número de células 
de determinados órganos (Abecia et al. 2006). En la actualidad se admite la 
hipótesis de Barker y sus colaboradores, que considera además a las exposiciones 
postnatales durante las fases cruciales del desarrollo en la vida temprana , llegando 
a la teoría de los "orígenes de la salud y enfermedades del adulto" dado que el 
crecimiento durante la lactancia y la primera infancia también está vinculado a 
enfermedades en la vida adulta, basado en los resultados de sus investigaciones en 
humanos acerca de disfunciones metabólicas (diabetes tipo 2 y obesidad) y 
alteraciones cardiovasculares (hipertensión) puede tener origen durante el desarrollo 
temprano, durante la gestación 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 períodos clave del desarrollo durante la gestación 
y lactancia en poblaciones humanas. Diversas revisiones informan que los 
mecanismos epigenéticos son el vínculo entre los acontecimientos de la vida 
temprana y la salud en la vida adulta, con las marcas epigenéticas siendo 
consideradas como señales ambientales de larga duración. Muchos órganos se ven 
afectados por este proceso, incluyendo las gónadas, debido a que la gametogénesis 
se lleva a cabo durante la vida fetal, factores ambientales adversos pueden afectar 
posteriormente la función del eje reproductivo y entre ellos la subnutrición materna 
es de central importancia pudiendo afectar a la fertilidad de la descendencia, 
creando así un efecto transgeneracional (Rhind et al. 2001, Davies & Norman 2002, 
Dupont et al. 2012). 
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2.1.1. Factores de programación fetal 
 

Son denominados factores de programación fetal, los factores genéticos y aquellos 
que alteren el ambiente uterino determinando cambios permanentes en los 
mecanismos homeostáticos, con efectos perdurables en la vida adulta. Entre los 
factores que alteran el ambiente uterino e inician la programación fetal, se incluyen 
la hipoxia y estrés intrauterino, la exposición a hormonas y la nutrición (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 
restricción del crecimiento fetal, y aumenta el riesgo de la enfermedad cardíaca 
(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 programación intrauterina  
alterando diversos factores de crecimiento, proteínas de unión y los componentes de 
las vías de señalización intracelulares (Fowden & Forhead 2004). Por ejemplo en 
ovinos la administración prenatal exógena de glucocorticoide (betametasona) afectó 
el desarrollo gonadal provocando una reducción 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 testículos de ovinos en etapa prepuberal se 
determinó efectos sobre  la inmunoexpresión de proteínas apoptóticas por la 
administración de glucocorticoides prenatales sugiriendo un papel crucial en la futura 
capacidad reproductiva (Pedrana et al. 2013). 
 
 
2.1.1.1. La nutrición como factor de programación: efectos metabólicos y 
cardiovasculares   
 
La nutrición es uno de los principales factores ambientales que intervienen en la 
programación de la salud y la enfermedad en los seres humanos y otras especies, 
en múltiples etapas de desarrollo. Diferentes enfoques experimentales han  utilizado 
gran variedad de desafíos nutricionales que incluyen la restricción de nutrientes en 
general, o dietas hipocalóricas, o con restricción de proteínas, la mayoría de ellos 
actúan como una forma importante de estrés adrenal (Zambrano et al. 2014). 
La restricción del crecimiento fetal intrauterino resulta de la disfunción útero-
placentaria durante la última etapa de la gestación, aumentando el riesgo de 
hipoglucemia en el período 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 
exposición de proteínas en ratas gestadas, provoca en la cría la reducción de células 
β del islote pancreático al nacimiento y reducción de la secreción de insulina en la 
vida adulta, presumiblemente debido a la reducción inducida por la dieta 
en la tasa de proliferación 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 preñez dan origen a 
crías con restricción en el crecimiento y éstas al ser sometidas a una alimentación 
ad libitum desarrollan un síndrome metabólico caracterizado por obesidad, 
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hipertensión, hiperleptinemia e hiperinsulinemia y un adelanto del comienzo de la 
pubertad (Howie et al. 2009). Por otra parte en humanos, la obesidad y los 
desórdenes metabólicos asociados son unos de los problemas a nivel de las 
sociedades actuales, causada por múltiples factores entre ellos el estilo de vida en 
sociedades desarrolladas en este siglo (Sloboda et al. 2009). 
 
 
2.1.1.2. La nutrición como factor de programación: 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 
subnutrición materna, por aumento de la sensibilidad de la hipófisis al GnRH o 
aumento del GnRH a nivel hipotalámico (Deligeorgis et al. 1996). Una reciente 
revisión sugiere que la subnutrición materna programa el sistema neuroendocrino 
reproductivo, y que sistemas  múltiples están 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 subnutrición no altera el 
inicio de la pubertad (Kotsampasi et al. 2009), sin embargo otros informan de un 
retraso en la aparición de la pubertad y disminución de las concentración de 
testosterona y volumen testicular (Da Silva et al. 2001). A nivel testicular, la 
subnutrición materna desde el apareamiento hasta el día 50 (primer tercio de la 
gestación) mostraron un aumento de la expresión de ARNm de la proteína 
reguladora esteroidogénica  aguda (StAR) en los testículos fetales, es una proteína 
implicada en el transporte de colesterol a las mitocondrias para la esteroidogénesis, 
lo que indica una posible regulación positiva de la esteroidogénesis testicular fetal 
(Rae et al. 2002).  La subnutrición durante la gestación temprana en ovejas,  desde 
el día 1 hasta el día 110 de gestación, (1er  y 2do tercio de la gestación, cabe 
mencionar que la duración de la gestación en ovinos es de 150 días) en testículos 
fetales no tuvo efecto ni en el número de células de Sertoli ni en la expresión de 
productos de genes que regulan la apoptosis en la descendencia masculina 
(Andrade et al. 2013). En cambio en testículos de corderos de 10 meses de edad 
(adultos) se demostró  un efecto inhibidor sobre el número de células de Sertoli y 
disminución el diámetro de los túbulos seminíferos (Kotsampasi et al. 2009). Por 
último, en otro estudio, la subnutrición materna fue impuesta desde las 70 días de 
gestación hasta el parto (2do y 3er tercio de la gestación) hallando en corderos 
recién nacidos, una reducción del 20% en el número de células de Sertoli y 
disminución de los volúmenes de cordones testiculares (Bielli et al. 2002). 
 
Diversas investigaciones en ratas, han demostrado que una restricción de proteínas 
en la dieta durante la gestación (mencionando que la duración de la gestación en 
ratas es de 21 días) y/o lactancia, dan lugar a crías que presentan retraso en el 
descenso testicular, reducción de los niveles de LH y testosterona a los 70 días de 
vida, así como disminuida la tasa de fecundidad y el conteo de espermatozoides en 
ratas de 270 días de edad (Zambrano et al. 2005). En otro experimento realizado en 
similares condiciones y durante el mismo período, se observó en testículos 
prepuberales la reducción del diámetro de los túbulos seminíferos, del número de 
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células germinales y de células de Sertoli por túbulo, este último se halló mediante 
una menor expresión de la proteína del receptor de andrógenos (AR), que se utilizó 
como marcador de la maduración de células de Sertoli (Rodríguez-González et al. 
2012). Una restricción de proteínas durante la gestación, y la lactancia con  dieta 
estándar , se asocia con la reducción del número de células de Sertoli, del conteo y 
motilidad de espermatozoides, y aumento de las anomalías morfológicas y la 
retención de gota citoplasmática en la cola del epidídimo y testículos en animales 
puberales y adultos (Toledo et al. 2011). El estado nutricional de la madre durante la 
lactancia es equivalente y, posiblemente más importante que la nutrición durante la 
gestación, se demostró que las crías cuyas madres fueron subnutridas durante la 
lactancia tuvo consecuencias más drásticas sobre el desarrollo gonadal en 
comparación con las crías cuyas madres estaban sunutridas sólo durante la 
gestación  o durante la gestación  y la lactancia; en el período perinatal, se reduce 
los niveles circulantes de FSH en las crías macho sin afectar a las concentraciones 
de LH y testosterona y la restricción de nutrientes durante la lactación de crías 
macho se asocia con retraso de la pubertad y retraso drástico del crecimiento 
testicular con reducción del área del diámetro y lumen de los túbulos seminíferos 
(Leonhardt 2002). En el caso de dietas hipoproteicas e hipocalóricas en madres 
durante la lactancia, provocan disminución en el diámetro de los túbulos seminíferos 
y en el tamaño y número de células de Sertoli de sus crías macho (Ramos et al. 
2006). La restricción de proteínas materna durante la lactancia, reduce el peso 
corporal y  peso testicular en las crías de ratas macho en el destete (a los 21 días 
post parto) mostrando aumento de  la concentración de testosterona sérica y de 
testosterona testicular, reducción de los niveles séricos de estradiol y disminución de 
la expresión de la enzima aromatasa testicular que indica daño potencial en el 
desarrollo de células germinales derivando en alteraciones en la función 
reproductiva futura (Vilanova Teixeira et al. 2007).   
 
Los hallazgos tanto en ovejas y ratas indican que la subnutrición durante la 
gestación puede reducir el desarrollo testicular en el recién nacido (Mossa et al. 
2015). Sin embargo los mecanismos intrínsecos que median dichos cambios aún 
son desconocidos. 
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Cuadro comparativo Nº 1. Estudios experimentales en ovinos y ratas. Efectos 
reproductivos en crías con subnutrición materna. 

Especie Dieta 

maternal

Periodo de 

subnutrición

Efectos en las crías Referencia

Ovino subnutrición Gestación Disminución de las concentración de 

testosterona y volumen testicular. Retraso en el 

inicio de la pubertad.

Da Silva, 2001

Ovino subnutrición Gestación

(70d al 

parto)

Menos células de Sertoli y menor volumen de 

cordones testiculares al nacer.

Bielli, 2002

Ovino subnutrición Gestación

0 - 50d)

Aumenta la expresión de RNA m para la 

proteína androgénica responsable de la 

esteirogenesis en el testículo.

Rae, 2002

Ovino 50% de la

control

Gestación 

(31-100d)

No tuvo efecto en la pubertad.

Disminución del número de Sertoli y el diámetro 

de los túbulos seminíferos en corderos adultos.

Kotsompasi, 

2009

Ovino 50%  de la 

control

Gestación  

(0 a 110 d)

No hubo efecto en Sertoli ni en la expresión de 

genes apoptoticos en testículos fetales.

Andrade, 2013

Rata 50% de la 

control

Gestación y 

lactación o 

Lactación

Durante el período perinatal, reduce los niveles 

circulantes de FSH en las crías macho sin 

afectar a las concentraciones de LH y 

testosterona. Retraso en el inicio de la pubertad. 

Retraso drástico del crecimiento testicular con 

reducción del área del diámetro y lumen de los 

túbulos seminíferos en animales recién 

destetados.

Leonhardt, 

2002

Rata Hipoproteica Gestación 

y/o 

lactación

Retraso en el descenso testicular, reducción de 

niveles de LH y testosterona, y baja tasa de 

fecundidad con conteo disminuido de 

espermatozoides en adultos.

Zambrano, 

2005

Rata Hipoproteica

y 

hipocalorica

Lactación Disminución en el diámetro de los túbulos 

seminíferos, y en el tamaño y número de células 

de Sertoli.

Ramos, 2006

Rata Hipoproteica Lactación Aumento de testosterona plasmática y testicular, 

y reducción de estradiol y aromatasa testicular, 

enzima indicadora de células germinales en 

animales recién destetados.

Vilanova

Teixeira, 2007

Rata Restricción 

proteica (6% 

proteína)

Gestación Reducción de número de células de Sertoli y de 

recuento de espermatozoides, y aumento del

número de anomalías morfológicas, en animales 

puberales y adultos.

Toledo, 2011

Rata Hipoproteica Gestación y 

lactación

Disminución del diámetro de los túbulos 

seminíferos, células germinales y  células de 

Sertoli en la edad prepuberal.

Rodríguez-

González, 

2012

Cuadro comparativo Nº 1- Estudios experimentales en ovinos y ratas. Efectos reproductivos en 

crías con subnutrición materna.
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2.2.1. Desarrollo testicular fetal en ratas 
 
La embriogénesis testicular en mamíferos, como la rata, puede ser dividida en dos 
fases. La primera es la fase indiferenciada caracterizada por la aparición de las 
gónadas 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 gastrulación del embrión. 
Desde el punto de vista celular, la gónada bipotencial está conformada por cuatro 
tipos celulares, las células germinales primordiales (PGC) y tres poblaciones de 
células somáticas, entre las cuales tenemos los precursores de células de soporte o 
células de Sertoli que derivan de las células del epitelio celómico, los precursores de 
células esteroidogénicas (que darán origen a células de Leydig) y finalmente células 
del tejido conjuntivo (a partir de la cuales se formará el tejido vascular, túnica y 
células peritubulares mioides) (Veitia et al. 2001). Al día 13 de la gestación de la 
rata, ocurre la segunda fase, la fase diferenciada, que comprende la expresión del 
gen determinante del sexo (SRY) de la región Y, y se diferencia la gónada 
bipotencial en testículo, o en su ausencia, se diferencia en ovario, conduciendo a su 
vez a la diferenciación de las células de Sertoli, éstas actúan como centro 
organizador de la gónada masculina orquestando la formación del cordón testicular y 
la diferenciación de los demás tipos celulares del testículo. 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 día 18 de gestación 
que entran en detención mitótica (estado de quiescencia) hasta unos pocos días 
después del nacimiento (Jan et al. 2012). Las células peritubulares mioides, también 
migran hacia la gónada 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 día 20 de la gestación poco antes del nacimiento, el número de 
células de Sertoli aumenta rápidamente, mostrando en la rata su período de 
actividad mitótica más intenso, y siguen proliferando hasta después del nacimiento 
(Hess & França 2005). Las células de Leydig fetales se agrupan cerca de los vasos 
sanguíneos y aumentan su número a través de la gestación alcanzando el pico 
máximo antes del nacimiento, su biosíntesis y secreción de andrógenos comienza 
tempranamente durante el desarrollo, hay un pico de testosterona plasmática a los 
días 18 y 19 de gestación (Wu et al. 2007). 
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2.2.2. Desarrollo testicular posnatal y puberal en ratas 
 
En los testículos al nacer se observan cordones sexuales con gonocitos en posición 
central, que reanudan sus divisiones mitóticas rápidas y continuas en los primeros 
días de vida con el fin de aumentar la población celular (Zheng et al. 2014). 
Gradualmente a partir del 5º día de vida, los gonocitos migran del centro a la 
periferia con la consecuencia que al llegar a la lámina basal se diferencian en células 
madre espermatogonias o espermatogonias indiferenciadas (SSC), momento en el 
cual la proliferación cesa (Lagos-Cabré & Moreno 2008). El desarrollo normal de los 
gonocitos en los primeros días postnatales es crítico 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 continúan proliferando hasta el día 16 
postnatal y luego detienen su multiplicación (Skinner et al. 2005). Las células 
peritubulares mioides participan en la transducción de las señales entre el intersticio 
y el compartimiento tubular mediante la secreción de factores de transcripción. 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-
renovación de las células madre espermatogonias (SSC) y su diferenciación 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, diferenciándose 
sucesivamente en espermatogonias A1, A2, A3, A4, AIn y B, de tamaño 
progresivamente menor y cada vez mayor compactación de la cromatina, para dar 
lugar finalmente a los espermatocitos primarios (Rooij & Russell 2000). Entre los 17 
y 18 días comienza la meiosis de espermatocitos, que comprende a los 
espermatocitos primarios que surgen de espermatogonias tipo B, las cuales pierden 
el contacto con la lámina basal de los cordones sexuales, y por dos divisiones 
meioticas sucesivas, se convertirán en espermatocitos secundarios y luego en 
espermátidas, las cuales se pueden observar por primera vez entre los 24 y 25 días 
de edad (Lagos-Cabré & Moreno 2008). En la rata, la aparición de los primeros 
espermatozoides en el lumen de los cordones sexuales, se observan 
aproximadamente a los 45 días de edad, momento en el que  alcanzan la pubertad, 
comprendiendo la finalización de la primera onda espermatogénica y la formación de 
los túbulos seminíferos (Cheng & Mruk 2010). Las células de Sertoli en este 
momento se someten a una conversión de maduración, incluyendo los cambios 
morfológicos con nucléolo grande y tripartita, la pérdida de actividad proliferativa, y la 
formación de la barrera hemato-testicular (Hai et al. 2014) y secretan niveles más 
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 seminífero en ratas 
 
La espermatogénesis es un proceso por el cual se produce la transformación de las 
espermatogonias en espermatozoides durante un período prolongado de tiempo 
dentro de los límites de los túbulos seminíferos de los testículos. Inicia unos días 
después del nacimiento, se completa cuando el individuo alcanza la pubertad, y se 
continúa durante toda la vida del animal (Hess & De Franca 2008). Consta de tres 
fases.  
 
Primera fase: espermatocitogenesis o proliferativa o mitótica 
En la cual las espermatogonias tipo A1, comienzan las divisiones mitóticas para dar 
origen a sucesivas generaciones de espermatogonias tipo A2, A3 y A4. 
Posteriormente continúa la diferenciación a las espermatogonias intermedias (In) y 
luego a las espermatogonias tipo B. En promedio, la mitad de la población de las 
células hijas de tipo A en división mitótica, 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 población de células hijas no pierde sus 
características 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 están 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 espermátidas 
haploides (Jan et al. 2012). Este proceso se lleva a cabo mediante dos divisiones 
meióticas sucesivas y se denominan primera división meiótica o meiosis I  y segunda 
división meiótica o meiosis II (separación de las cromátidas hermanas en células 
haploides). La meiosis I involucra procesos complejos que incluyen movimiento de 
los cromosomas homólogos, cada uno compuesto de un par de cromátidas 
hermanas, a los polos opuestos de los espermatocitos dando como resultado dos 
células hijas. Se inicia con la profase I, etapa de larga duración y caracterizada por 
el apareamiento e intercambio de los segmentos de los cromosomas homólogos 
(Hermo et al. 2010), a su vez está se subdivide en cuatro etapas citológicas: 
leptoteno (condensación de la cromatina), cigoteno (inicio de la unión de los 
cromosomas homólogos), paquiteno (unión completa) y diacinesis (entrecruzamiento 
y formación de quiasmas) (Jan et al. 2012). Posterior a la profase I, continúa la 
metafase I  donde los cromosomas homólogos pares se alinean en la placa 
ecuatorial. En la anafase I, los miembros de cada par migran a polos opuestos de la 
célula, y la telofase I, las células hijas se separan aunque permanece un puente 
citoplasmático entre ellas, originándose los espermatocitos secundarios, estas 
células presentan una vida media muy corta debido a eso es difícil observarlos 
(O’Donnell et al. 2006). Como resultado, de cada espermatocito primario diploide se 
obtienen dos espermatocitos secundarios y de estos se originan cuatro 
espermátidas redondas haploides.  
 
Tercera fase: espermiogénesis 
Por último, la tercera fase (espermiogénesis), comprende la diferenciación celular de 
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las espermátidas redondas que atraviesan una serie de cambios morfológicos hasta 
llegar a la formación de los espermatozoides. Dichos cambios implican la fase de 
Golgi que implica la formación del acrosoma, a partir del complejo de Golgi 
prominente en el cual se acumulan pequeños gránulos, que posteriormente se 
fusionan y forman una vesícula acrosómica, ésta entra en contacto con la envoltura 
nuclear, se une a ella y así establece el polo anterior del espermatozoide en 
desarrollo. Le sigue la fase acrosómica, donde la vesícula acrosómica se extiende 
hasta la mitad anterior del núcleo a modo de capuchón y se pasa a llamar acrosoma, 
que contiene varias enzimas hidrolíticas como la hialuronidasa entre otras, que le 
servirá en el inicio de la fecundación para disociar las capas del ovocito. Durante la 
fase acrosómica el núcleo de las espermátidas se orienta hacia la base y el 
axonema se proyecta hacia la luz del túbulo seminífero además el núcleo se 
condensa y se alarga dando origen a las espermátidas elongadas, uno de los 
centríolos comienza la formación del flagelo, mientras que las mitocondrias se 
acumulan alrededor de la porción proximal del flagelo, donde se generan los 
movimientos del espermatozoide. Por último, en la fase de maduración, se produce 
la eliminación del citoplasma de las espermátidas (espermátidas tardías), 
formándose así los cuerpos residuales que son fagocitados por las células de 
Sertoli, y formándose finalmente los espermatozoides que son inmóviles y liberados 
al lumen del túbulo seminífero (espermiación) (Junqueira & Carneiro 2005).  
 
Los espermatozoides liberados llegan a los túbulos rectos que desembocan en la 
rete testis, y luego siguen camino a través de conductillos eferentes desembocando 
en el conducto epididimario (formando parte del epidídimo) donde completan su 
maduración (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 seminífero 
 
El ciclo espermatogénico o del epitelio seminífero 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 túbulo, formando asociaciones 
dinámicas dentro del epitelio seminífero, en cada sección determinada de los 
túbulos. Después de una serie de cambios en la composición celular de cada zona 
del epitelio seminífero, la composición celular original de cada área reaparece y se 
inicia de nuevo (Jan et al. 2012). Las investigaciones de Leblond y Clermont en los 
años 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 túbulo seminífero, se comprobará una 
progresión ordenada desde un estadio del ciclo hacia el siguiente (Leblond & 
Clermont 1952).  
 
En ratas, el ciclo del epitelio seminífero se clasifica en 14 estadios  designado en 
números romanos del I al XIV, dentro de ellas se  detalla la espermiogénesis en 19 
pasos con números arábigos del 1 al 19, haciendo referencia a la transformación 
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morfológica de espermátidas en espermatozoides (Leblond & Clermont 1952, 
O’Donnell et al. 2006, Lagarrigue et al. 2011). Los espermatozoides formados en la 
última etapa (etapa 19), se localizan en los estadios VII y VIII del ciclo (Kopera et al. 
2010). El tiempo para que tenga lugar toda la sucesión de cambios, representa la 
duración del ciclo del epitelio seminífero, su duración permanece constante según la 
especie. En la rata, dura alrededor de 12, 5 a 13 días. Una espermatogonia necesita 
aproximadamente cinco ciclos, o sea, 65 días, para completar su diferenciación a 
espermatozoide y ser liberado hacia la luz del túbulo seminífero (Hermo et al. 2010). 
 
La organización fundamental y la integridad del epitelio seminífero son 
proporcionadas por las células de Sertoli (Lagarrigue et al. 2011). Estas células son 
en la etapa adulta alargadas, de forma cilíndrica, poseen núcleo basal, grande e 
irregular, de forma triangular u oval, presentando un profundo repliegue en la 
membrana nuclear, con uno o dos nucléolos. La posición del núcleo varía de 
acuerdo al estadio del ciclo espermatogénico. Su citoplasma es irregular debido a 
que emiten numerosas prolongaciones citoplasmáticas laterales entre las células 
germinales, extendiéndose desde la lámina basal hacia la luz de los túbulos 
seminíferos, podemos observar en un primer nivel las espermatogonias, en un 
segundo nivel los espermatocitos y en el tercer nivel cerca del lumen del túbulo a las 
espermátidas y espermatozoides. Esta organización sitúa a las espermatogonias y 
espermatocitos jóvenes en el compartimiento basal, mientras que los espermatocitos 
maduros y espermátidas se encuentran en el denominado compartimiento 
periluminal. De esta manera, mantiene las asociaciones celulares en todo el proceso 
de la espermatogénesis (Hess & França 2005). 
 
A continuación, se describen las asociaciones celulares o estadios en la rata 
(Leblond & Clermont 1952) (Figura 1): el estadio I se caracteriza por presentar las 
espermatogonias más diferenciadas o tipo A4, estas acumulan más cromatina en la 
membrana nuclear y el núcleo tiene forma ovoide. También observamos 
espermatocitos en paquiteno, y espermátidas redondas (en etapa 1) y elongadas (en 
etapa 15). En los estadios II y III, se observan espermatogonias tipo A1 presentan 
ausencia de heterocromatina y espermatogonias Intermedias, espermatocitos en 
paquiteno citoplasma más voluminoso, y espermátidas 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 espermátidas redondas (en 
etapa 4) y elongadas (en etapa 17). En los estadios VI, se observan 
espermatogonias tipo A1 y B, comenzándose a observar los espermatocitos pre-
leptoténicos y en paquiteno, y espermátidas redondas (en etapa 6) y elongadas (en 
etapa 18).  En los estadios VII y VIII, se observan espermatogonias tipo A1 y 
espermatocitos en leptoteno y paquiteno, y espermátidas elongadas (en etapa 7 y 8) 
y espermatozoides (en etapa 19) en la luz del túbulo, en donde ocurre la 
espermiación. En los estadios IX se observan espermatogonias A1, espermatocitos 
en leptoteno y paquiteno, y espermátidas redondas (en etapa 9). En los estadios X al 
XII, se observan espermatogonias tipo A2, espermatocitos en lepto-cigoteno y 
paquiteno, y espermátidas elongadas (en etapa 10 al 12). En los estadios XIII, se 
observan espermatogonias tipo A3, espermatocitos en cigoteno y diacinesis, y 
espermátidas elongadas (en etapa 13). Finalmente el estadio XIV, espermatogonias 
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tipo A3, espermatocitos en paquiteno y espermatocitos secundarios, y espermátidas 
elongadas (en etapa 14). 
 
 

 
 
Figura 1. A- Diagrama representativo de un sector del túbulo seminífero, 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 patrón de expresión ubicua o pueden tener una función específica 
en los tejidos reproductivos o la espermatogénesis  (Shima et al. 2004).  
 
Los factores de crecimiento o de transcripción son proteínas especiales que 
participan en la activación de secuencias reguladoras y promotoras, involucradas en 
la síntesis de ARN mensajero de un gen dado, regulando a nivel de la transcripción 
del ADN. Estos factores se clasifican en basales que interactúan con la región 
promotora del gen, y en específicos que actúan con la región reguladora. Los 
factores de transcripción pueden actuar reconociendo y uniéndose a secuencias 
concretas de ADN, uniéndose a otros factores, o uniéndose directamente a la ARN 
polimerasa. Los factores de transcripción son estimulados por señales 
citoplasmáticas. Al ser activados adquieren la capacidad de regular la expresión 
génica en el núcleo celular, bien activando o reprimiendo la transcripción de diversos 
genes (De Robertis et al. 2000).  
 
Existe una multiplicidad de factores de crecimiento que están implicados en los 
mecanismos de control local a nivel testicular  como ser GDNF (factor neurotrófico 
de células gliales), ETV 5 (ETS variante 5), FGF2 (factor de crecimiento fibroblástico 
2), entre otros (Ishii et al. 2012). Se han descrito en diversas investigaciones, que las 
células somáticas del testículo están involucradas en la producción de factores de 
crecimiento, como son GDNF, Activin A y BMP4 (proteína morfo genética ósea 4), 
con el fin de regular el balance entre la renovación por mitosis de células madre, 
diferenciación celular y en el ingreso a la meiosis (Hofmann et al. 2005, Jan et al. 
2012). Algunos han sido demostrado que actúa directamente en espermatogonias tal 
como GDNF, que regula la auto-renovación de las células madre espermatogonias 
(SSC) mientras que la inhibición de su diferenciación la ejerce el BMP4, que tiene 
tanto un efecto de proliferación y diferenciación en estas células (Rossi & Dolci 
2013).  
 
 
2.3.1. Factor Neurotrófico derivado de Células Gliales (GDNF) 
 
El GDNF es un polipéptido, miembro de la superfamilia del factor de crecimiento 
transformante β (TGF- β). Fue encontrado por primera vez en el medio de cultivo de 
la línea celular B49 de rata y fue identificado como un polipéptido homodimérico de 
211 aminoácidos (aa), altamente conservado (93% de homología entre el gen de la 
rata con el humano). La estructura del gen GDNF consta de 3 exones pequeños (20 
pb, 178 pb y 498 pb) y 2 intrones de gran tamaño (4.8 kb y 8 kb) (Piña Leyva et al. 

2014). Los transcriptos GDNF (ARNm) se presentan como dos isoformas GDNF y 

GDNF, y la proteína 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 riñón, el estómago y los testículos, y se detectó baja expresión en el músculo 
esquelético, ovarios, pulmón y glándula adrenal. En estómago y riñón se justificó su 
expresión por su inervación simpática. Y en el caso de los testículos, en estos tejidos 
que no se halla inervado directamente por el tronco simpático, los órganos 
reproductores reciben inervación simpática del ganglio mesentérico inferior, 
hallándose un papel no neuronal (Trupp et al. 1995). Estudios más recientes en 
ratas, reafirmaron concentraciones de GDNF relativamente altas en el riñón y los 
testículos durante los períodos embrionarios y neonatales, respectivamente, y 
disminuyeron con la edad. Alcanzando un nivel máximo a alrededor del día 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 trófico que promueve la 
supervivencia, el mantenimiento y la reparación de las neuronas dopaminérgicas y 
motoras del mesencéfalo (Kubota et al. 2004). Su investigación se ha centrado en 
hallar un potencial terapéutico en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson y 
otras enfermedades neurodegenerativas (Piña Leyva et al. 2014).   
 
 
GDNF a nivel testicular 
 
GDNF fue hallado en testículos de varias especies, incluida ratón (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 proteína GDNF y ARNm están presentes en las células de Sertoli de ratas 
(Fouchécourt et al. 2006, Johnston et al. 2011). La producción de GDNF por las 
células de Sertoli está regulada por FSH, teniendo un papel principal en el 
mantenimiento y la auto-renovación de las SSC en el nicho de testículo, 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 espermátidas, indicando que la principal fuente de GDNF 
en el epitelio seminífero en condiciones fisiológicas es la célula de Sertoli en 
animales adultos (Johnston et al. 2011). Estudios previos en ratones, demostraron la 
presencia de GDNF en espermátidas elongadas (Yu et al. 2003) y en las células 
peritubulares de testículos de ratas recién nacidas (Katoh-Semba et al. 2007).  
 
Estudios en testículos fetales y adultos de humanos, demostraron que la expresión 
de GDNF puede ser detectada en las células de Leydig y células de Sertoli. Sin 
embargo, el alto nivel de expresión de GDNF sólo se detectó en espermátidas 
redondas y algunos tipos de espermatocitos, lo que sugiere que el GDNF puede 
desempeñar un papel esencial en la espermatogénesis y la maduración testículo; a 
diferencia que en testículos de rata, el receptor GFRα1 es detectable sólo hasta día 
10 postnatal en células de Sertoli. Estos hallazgos sugieren un papel crítico para 
GDNF durante la diferenciación de las estructuras testiculares y proporcionan 
evidencia de una función adicional importante en el testículo adulto de humanos y 
roedores (Davidoff et al. 2001). Estudios recientes en testículos de humanos, 
proporciona una evidencia clara de que las células peritubulares del testículo 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 proteína GDNF en 
células de Sertoli, células peritubulares pero no en células de Leydig, y la regulación 
de la expresión 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 sobrepoblación de SSC en el mismo  (Chen et 
al. 2014). 
 
 
Efectos del GDNF 
 
El GDNF tiene un marcado efecto autócrino, estimulante sobre la proliferación de las 
células de Sertoli durante el periodo postnatal temprano del desarrollo de los 
testículos de ratas, por lo que tiene un papel crucial en la espermatogénesis (Hu et 
al. 1999). La acción del GDNF es esencial en la regulación parácrina de auto-
renovación y diferenciación en espermatogonias (Meng et al. 2000) (Figura 2). Su 
mecanismo de acción es a través de la señalización de c-Ret tirosina quinasa que se 
expresa en la espermatogonia indiferenciada A (Naughton et al. 2006) y requiere un 
co-receptor-ligando específico GFRα1 (Jing et al. 1996) para promover la auto-
renovación de espermatogonias (Chen & Liu 2015).  
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Ontogenia de la proteína GDNF en testículos durante la etapa fetal, período 
perinatal, puberal y adulto 
 
Esta regulación ya se lleva a cabo por GDNF desde el período perinatal (Naughton 
et al. 2006). Durante el período perinatal, el balance es mayor de auto-renovación, 
ya que el tamaño de los testículos se establece a través de la proliferación de 
células de Sertoli. Por lo tanto, GDNF permite la primera ola de la 
espermatogénesis. En el período de la pubertad y de adultos, el tamaño de los 
testículos y la producción de esperma alcanza una meseta, con un equilibrio entre la 
diferenciación de células madre y la auto-renovación, como las células de Sertoli ya 
no se dividen y que soporta un número fijo de células germinales (Hess et al. 2006). 
Puesto que la relación de las células de Sertoli y las células germinales es 
constante, el número de células germinales tiene que ser controlado para que 
coincida con la capacidad de apoyo de las células de Sertoli, que implica tanto la 
expansión y la muerte de las células germinales (Chiarini-Garcia et al. 2003). 
 
Se ha realizado experimentos con ratones transgénicos que sobreexpresan GDNF, 
observándose acumulación de espermatogonias indiferenciada en los túbulos 
seminíferos 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 agotaría, dando síndrome de sólo células de Sertoli “Sertoli cell-
only síndrome” (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 subnutrición 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 expresión de GDNF media los procesos intrínsecos de la 
programación por subnutrición en el testículo de ratas. 
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Figura 2. Esquema ilustrativo de la acción del GDNF en la regulación de la auto-
renovación y diferenciación de las células madre espermatogonias (Adaptado de Jan 
et al. 2012). 
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Spermatogonial stem cells (SSCs) 

represent an adult stem cell 

population residing within the testis 

and provide the foundation of life-

long spermatogenesis (Hofmann, 

2008; Oatley and Brinster, 2008; 

Maki et al., 2009; Mizrak et al., 

2010). SSCs reside along the

basement membrane of the 

seminiferous tubule and it is thought 

that self-renewal and differentiation 

of the SSCs are regulated by 

systemic and by local factors 

(Yoshida et al., 2007; Hofmann, 

2008; Maki et al., 2009): the latter 

implies a crucial importance of 

surrounding cells for the stem cell 

niche. In mammalian testes, Sertoli 

cells are thought to be the major 

contributor to the SSC niche. 

Whether and, if so, to what degree 

contributions by other testicular 

somatic cells, including peritubular

myoid cells, Leydig cells and the 

vascular network of the testis, may 

occur is not known (Yoshida et al., 

2007; Oatley and Brinster, 2008). 

How do Sertoli cells control SSCs? 

Available data from in vivo and in 

vitro studies clearly indicate that a 

secreted factor, glial cell linederived

neurotrophic factor (GDNF), is a key 

player responsible for maintaining 

SSCs by regulating their self-

renewal (see for example Meng et 

al., 2000; Naughton et al., 2006; 

Oatley and Brinster, 2008). GDNF is 

a member of the transforming 

growth factor-b superfamily. Sertoli 

cell production of GDNF is enhanced 

by FSH, at least in cultures of cells 

from post-natal mice (Tadokoro et 

al., 2002). Interestingly, it was 

reported that TNF-a also increased 

the GDNF production by Sertoli cells

(Simon et al., 2007). GDNF has 

been found in testes of different 

species, including mouse and rat

(Kubota et al., 2004; Buageaw et al., 

2005; Ryu et al., 2005) bovine

(Oatley et al., 2004) and in primates 

(rhesus monkey; Hermann et al., 

2007; Maki et al., 2009). That GDNF 

is also present in human testes, is 

likely, but to our knowledge, this has 

not been demonstrated: it can be 

assumed because recent studies 

demonstrated that SSCs of mice 

(Hofmann, 2008), primates (Maki et 

al., 2009) and human (Wu et al., 

2009) express a receptor for GDNF, 

GFR-a1. The 

glycosylphosphatidylinositol-

anchored binding molecule GFR-a1 

and the transmembrane tyrosine 

kinase molecule rearranged in 

transformation are the functional 

receptor complex for GDNF 

(Airaksinen and Saarma, 2002; 

Oatley and Brinster, 2008). It has 

been postulated that GFR-a1 

expression can be taken as a good 

marker for the identification of SSCs 

in monkey and other species (Maki 

et al., 2009), including human 

(Gassei et al., 2010). The 

expression of GFR-a1 in SSC, 

located at the basal part of the 

seminiferous tubule adjacent to the 

peritubular cells, raises the question 

of whether testicular peritubular cells 

may secrete the ligand. Like Sertoli 

cells, testicular peritubular cells are 

also in close proximity to SSCs and 

indeed their possible contribution to 

the SSC niche has been discussed 

(Hofmann, 2008; Oatley and 

Brinster, 2008). To our knowledge, 

however, this possibility has not yet 

been fully addressed. A close 

examination of 

immunohistochemical staining for 

GDNF in newborn rat testes, 

presented in a previous study, may 

lend some support to this 

assumption (see Katoh-Semba et 

al., 2007). These observations and 

the ability of peritubular cells to 

produce NGF led us to hypothesize 

that human peritubular cells may 

also produce other factors, namely 

GDNF, and that this may be 

regulated by products of mast cells 

or macrophages. The recently 

established culture method for 

human peritubular cells allows us, 

for the first time, to directly and 

unambiguously test this hypothesis. 

Spinler 2010

c-RET
GFRα1

Regulacion paracrina
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3. HIPÓTESIS 
 
La subnutrición en etapas claves del desarrollo, disminuye la expresión de GDNF y 
la espermatogénesis en testículos de animales adultos. 
 
 
 
 
4. OBJETIVOS 
 
Objetivo general 
 
Determinar los factores intrínsecos del testículo que intervienen en la programación 
por subnutrición. 
 
Objetivos específicos 
 
En testículos de ratas adultas cuyas madres fueron subnutridas en la preñez, 
lactancia o preñez/lactancia 
 

1. Cuantificar la inmunoexpresión del Factor Neurotrófico derivado de Células 
Gliales (GDNF) en el túbulo seminífero.  
 

2. Determinar el número de células de Sertoli. 
 

3. Analizar los cambios en la morfología testicular. 
 

4. Determinar la inmunoexpresión de GDNF por estadio del ciclo 
espermatogénico. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1. Diseño experimental  
 
Los procedimientos y el diseño experimental fueron aprobados por el comité de ética 
de la Universidad Mc Master de Canadá.  
 
5.2. Animales  
Se utilizaron para conformar harenes hembras Wistar de 120 días 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 estándar durante el período previo al apareamiento. Luego 
de confirmado el apareamiento, se establecieron 4 grupos de animales: 1- control: 
hembras mantenidas con dieta estándar durante la preñez y lactancia (proteína 18%, 
grasa 5%, energía digestible 3.4 kcal/gm, 18% Protein Diet, Diet 2018, Harlan Teklad 
Global,Blackthorn, Bicester, UK). 2-UNP: subnutridas durante la preñez: hembras 
alimentadas con el 50% de la dieta control en preñez. 3- UNL: subnutridas en 
lactancia: hembra alimentadas con el 50% de la dieta control en lactancia. 4- UNPL: 
subnutridas en preñez y lactancia: hembras alimentadas con el 50% de la dieta 
control durante preñez y lactancia. Se obtuvieron crías macho (n=40) que fueron 
destetados al día 22, y luego alimentados con dieta control hasta el día 160 de vida. 
Al día 160 postnatal los animales machos fueron sometidos al ayuno durante la toda 
la noche y sacrificados por decapitación luego de ser anestesiados con pentobarbital 
sódico intraperitoneal. 

 

 

 
Figura 3. Esquema ilustrativo del diseño experimental del trabajo de investigación. 
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5.3. Procesamiento histológico 
 
Los testículos fueron disecados, pesados, cortados y fijados en solución de 
formaldehído al 10% durante 12 horas y sumergidos en etanol (70, 96 y 100%), 
cloroformo, e incluidos e impregnados en parafinas para la confección de los 
bloques. 

Se realizaron cortes de 5 micrómetros de espesor en micrótomo (Leica Reichert 
Jung Biocut 2030, Wetzlar, Alemania). Se colocaron en un baño de flotación de agua 
corriente a 37ºC. Luego se levantaron los cortes en portaobjetos. Se procedió al 
secado de las láminas en estufa para evitar el desprendimiento. Se obtuvieron 20 
cortes histológicos por testículo izquierdo por cada animal para el análisis 
morfométrico de los testículos, así como para las técnicas de inmunohistoquímica. 

 
 
5.4. Técnica de inmunohistoquímica 

 

Se realizó el desparafinado de los cortes de testículo en estufa a 60º (15 minutos), 
luego fue inmerso en buffer citrato y Tween 20 para culminar el desparafinado, luego 
se procedió a la rehidratación y recuperación antigénica en microondas a alta 
potencia por 3 minutos con solución buffer citrato 0,01 M pH 6.0. Posteriormente se 
lavó con agua destilada y luego PBS. Se procedió luego a la inactivación de 
peroxidasas endógenas con peróxido de hidrógeno al 3% (H2O2). Para el bloqueo de 
uniones inespecíficas se colocó sobre la lámina 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, concentración 0,2mg/ml, dilución 
10-20ug/ml, 1:100, ab 18956, Abcam, EEUU). Se incubó por 18 horas a 4°C en una 
cámara húmeda. Al día 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 lavó con PBS y se colocó el complejo enzimático estreptavidina-
peroxidasa (HRP/DAB detection Kit, ab 64259 Abcam, EEUU) 30 minutos y se lavó 
con PBS, para luego realizar el revelado con solución de cromógeno de 
Diaminobencidina (HRP/DAB detection Kit, ab 64259, Abcam, EEUU) de 2 minutos. 
Posteriormente se lavó con agua destilada y posteriormente se agregó Hematoxilina 
de Mayer durante 15 segundos para la contracoloración. Luego se realizó el virado 
en agua corriente y la posterior deshidratación en concentraciones crecientes de 
etanol 70, 95 y 100 %. Por último se realizó la aclaramiento con xilol, montaje con 
entelán 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 (dilución 1: 500). 
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5.5. Captura de imágenes de preparaciones de inmunohistoquímica 
 
Se realizó la captura de imágenes mediante un software de captura (DinoCapture 
2,0 software, AnMo Electronics Corporation, Taiwan) a través de una cámara digital 
(Dino-Eyepiece, AM-423X, AnMoElectronicsCorporation, Taiwan) conectada a un 
microscopio trinocular (Premiere Profesional, modelo MRP-5000, Manassas, 
EE.UU.).  

Se capturaron 30 imágenes de túbulos seminíferos a menor aumento (10x) por 
testículo. Luego se capturaron 4 imágenes a mayor aumento (40x) del epitelio 
seminífero del mismo túbulo, obteniendo un total de 120 imágenes por testículo y por 
animal las cuales se utilizaron para los análisis morfométricos. 

 
5.6. Análisis digital de imágenes 
 
Se realizó el análisis semi-cuantitativo para la inmunoexpresión de GDNF, 120 
imágenes por animal y por testículo (controles y tratados). Se analizó el porcentaje 
de área inmunomarcada e intensidad de inmunopositividad en el parénquima 
testicular total, intersticio (células de Leydig) y túbulos seminíferos (células Sertoli y 
células germinales--espermatogonias, espermatocitos, espermátidas, 
espermatozoides) mediante software de análisis de imágenes (Image J 1.43m, 
Wayne Rasband open Source, National Institutes of Health, EEUU, 
http://rsb.info.nih.gov/ij/). Dicho procesamiento incluyendo segmentación, 
binarización, umbralización y creación de macro automatizando el procesamiento de 
cada imagen con los parámetros de intensidad de coloración marrón (DAB positivos) 
seleccionados/umbralizados previamente. 

Análisis morfométrico 

Se midió el área y diámetro de 20 túbulos seminíferos a menor aumento (10x) en 
corte transversal, y la altura del epitelio seminífero desde la lámina basal a la luz del 
túbulo por testículo y animal con un total de 120 imágenes a mayor aumento (40x) 
para la evaluación de la etapa o estadio del ciclo espermatogénico mediante la 
identificación de las asociaciones celulares presentes.  

Clasificación de estadios del epitelio seminífero 

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

 
  

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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5.7. Análisis estadístico 
 
Las variables dependientes continuas medidas fueron expresadas como medias (± 
e.e.m), siendo las siguientes: variables de inmunohistoquímica: porcentaje de área 
inmunomarcada e intensidad de inmunomarcación en el parénquima testicular total; 
variables morfométricas: área ocupada por túbulo seminífero, diámetro de túbulo 
seminífero, altura epitelio seminífero, conteo de células de Sertoli por túbulo 
seminífero. Además se determinó la frecuencia observada (relativa /absoluta) de 
estadios del ciclo del epitelio seminífero y se correlacionó con la inmunoexpresión de 
GDNF. Los resultados obtenidos se compararon mediante ANOVA considerando en 
el modelo el efecto del tratamiento (subnutrición en preñez: UNP, subnutrición en 
lactancia: UNL, subnutrición en preñez y lactancia: UNPL), Se utilizó para ello el 
programa estadístico (SAS; v. 9.1; SAS Institute Inc; Cary, NC, EE.UU). También se 
analizaron las frecuencias para los estadios celulares de la expresión de GDNF y se 
compararon dentro y entre grupos de subnutrición (UNP, UNL, UNPL). En todos los 
casos, el nivel de significación fue de p < 0,05.  

 

  



 

33 
 

6. RESULTADOS 

 
Los resultados del modelo experimental indicaron un efecto de la subnutrición en 
preñez, lactancia, y preñez y lactancia sobre las variables continuas: porcentaje de 
área inmunomarcada e intensidad de inmunomarcación en el parénquima testicular 
total, área y diámetro de túbulos seminíferos, altura del epitelio seminífero, y número 
de células de Sertoli por túbulo seminífero (p< 0.0001). 
 
6.1 Resultados de inmunolocalización de GDNF en el testículo de ratas. 

 
La inmunoexpresión de la proteína GDNF se localizó coincidentemente, tanto en 
testículos del grupo control y de los grupos tratados, en el parénquima testicular en 
los túbulos seminíferos, en el citoplasma de las células sustentaculares de Sertoli. 
En algunos animales de grupo control, se observa inmunoexpresión en 
espermatogonias, espermatocitos, espermátidas y espermatozoides  (Figura 4). 
 
Sin embargo, en los UNP se observó la expresión más intensa de GDNF en el 
citoplasma de Sertoli cercano a la lámina basal y respecto a las células germinales 
se expresó con mayor intensidad en espermatogonias y espermátidas elongadas. En 
cambio, en el grupo UNL, la expresión de GDNF en citoplasma de Sertoli, es 
uniforme, y en células germinales, se localizó con mayor intensidad en 
espermatocitos en leptoteno y espermátidas elongadas. Y por último, en el grupo 
UNPL, la expresión de GDNF en citoplasma de Sertoli, es más intensa a nivel del 
compartimento basal y adluminal siendo más leve en el intermedio, y respecto a las 
células germinales, se observó expresión de GDNF, en espermatogonias, 
espermatocitos en leptocigoteno, espermátidas elongadas y espermatozoides.  
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Figura 4. Imágenes representativas de la localización de la inmunoexpresión de 
GDNF en el testículo de ratas adultas: a- grupo control, b- grupo de ratas 
subnutridas durante la gestación (UNP), c- grupo de ratas subnutridas durante la 
lactancia (UNL), d- grupo subnutridas en preñez y lactancia (UNPL), e- control 
negativo de la técnica de inmunohistoquímica. Aumento 40x. Barra de escala: 10µ.  
 
  

Figura 3. Imágenes representativas de la localización de la inmunoexpresión de GDNF en el

testículo de ratas adultas: a- grupo control, b- grupo de ratas subnutridas durante la gestación

(UNP), c- grupo de ratas subnutridas durante la lactancia (UNL), d- grupo subnutridas en preñez y

lactancia (UNPL), e- control negativo de la técnica de inmunohistoquímica. Aumento 40x. Barra de

escala: 10.
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6.2 Resultados de inmunoexpresión de GDNF en el testículo de ratas.  

 

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

En la intensidad de inmunomarcación de GDNF se incrementó durante los 
períodos de subnutrición en preñez (UNP) o en lactancia (UNL) respecto al grupo 
control, siendo el UNL más intenso que el UNP (p<0,0001). En cambio el grupo 
UNPL fue menor que el grupo control (p=0,0048) (Figura 5-b). 

 

 
 

 

Figura 5. Cuantificación de la inmunoexpresión de GDNF en el parénquima 
testicular de ratas adultas subnutridas durante la gestación (UNP), lactancia (UNL), 
preñez y lactancia (UNPL) comparadas con el grupo control. a- Área 
inmunomarcada (%). b- Intensidad de inmunomarcación (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 gestación (UNP), lactancia (UNL), preñez y lactancia (UNPL) 
evidenciaron el desarrollo de los túbulos seminíferos (Figura 6).  

 

 
 
 
Figura 6. Imágenes representativas de parénquima testicular de ratas adultas. a- 
grupo control, b- grupo de ratas subnutridas durante la gestación (UNP), c- grupo de 
ratas subnutridas durante la lactancia (UNL), d- grupo de ratas subnutridas preñez y 
lactancia (UNPL). Obsérvese que la mayor parte de las imágenes se encuentran 
ocupadas por los túbulos seminíferos (ts), rodeados por tejido intersticial (i). Note 
que en las imágenes se observa en localización central un túbulo seminífero (ts) en 
corte transversal. Se evidencia los túbulos seminífero (ts) en c y d de menor área y 
diámetro que los túbulos en a y b. Aumento 10x. Barra de escala: 50 µ. 
 
  

Figura 5. Imágenes representativas de parénquima testicular de ratas adultas. a- grupo

control, b- grupo de ratas subnutridas durante la gestación (UNP), c- grupo de ratas

subnutridas durante la lactancia (UNL), d- grupo de ratas subnutridas preñez y lactancia

(UNPL). Obsérvese que la mayor parte de las imágenes se encuentran ocupadas por los
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observa en localización central un túbulo seminífero (ts) en corte transversal. Se

evidencia los túbulos seminífero (ts) en c y d de menor área y diámetro que los túbulos
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6.3.1. Resultados de área ocupada por túbulos seminíferos  

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

 

6.3.2. Resultados de diámetro de túbulos seminíferos 

Los grupos subnutridos UNL y UNPL presentaron un menor diámetro de los túbulos 
seminíferos comparando con el grupo control y el grupo UNP (p<0,0001), siendo 
UNL de mayor diámetro 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 seminífero de testículo de ratas. 

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

6.3.4. Resultados del conteo de células de Sertoli por túbulo seminífero en el 
testículo de ratas. 

El total de las células de Sertoli por túbulo seminífero fue mayor en el grupo 
subnutrido en preñez (UNP) respecto al grupo control (13,4 versus 11,9 células de 
Sertoli/túbulo; p<0,0001), así como el grupo subnutrido en lactación (UNL) (13; 
p=0,0019) y en el grupo subnutrido en preñez/lactancia (UNPL), siendo este último el 
más elevado (14,4; p<0,0001) de los grupos subnutridos (Figura 7-d).  
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Figura 7. Análisis morfométrico de los túbulos seminíferos de testículos de ratas 
adultas. Mediciones de: a- Área ocupada por los túbulos seminíferos (µm2). b- 
diámetro de los túbulos seminíferos (µm), c- altura del epitelio seminífero (µm), d- 
conteo del número de células de Sertoli por túbulo seminífero (ts), realizadas en 
grupos de ratas subnutridas durante la gestación (UNP), lactancia (UNL), preñez y 
lactancia (UNPL) comparadas con el grupo control. 
 

  

Figura 6. Análisis morfométrico de los túbulos seminíferos en testículos de ratas adultas. Mediciones
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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 I al XIV en el grupo control y 
se los comparó con los grupos subnutridos. Se realizó la prueba de independencia 
de Chi-Cuadrado. Para ello se realizó el procedimiento de tabulación 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 hipótesis 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, está relacionado con 
su valor en tratamiento. 

 

En el grupo control el estadio espermatogénico VII (18%) tuvo la frecuencia más alta 
y los más bajos fueron I y II (1%), entre los túbulos seminíferos observados (Figura 
8-a).  

En los grupos subnutridos se registró diferencias comparando con el grupo control, 
en todos los estadios estudiados del I al XIV, siendo las frecuencias en grupos 
subnutridos más altas en II, III y IX y XIII, y más baja en VI, VII VIII, XI y XII 
comparando con el grupo control (p= 0,0019). 

En el grupo subnutrido en preñez, el estadio espermatogénico V fue el más 
observado en los túbulos seminíferos (18%) siendo mayor la frecuencia de 
observación que el grupo control. Las frecuencias observadas disminuyen en los 
estadios VI, VII 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 más altas en los túbulos seminíferos observados, 
comparado con el grupo control, registrándose una disminución de la frecuencia en 
el estadio IV (11%), no marcándose diferencias en el estadio V. Se evidencian entre 
los aumentados los estadios IV, IX y XIII, y marcadamente disminuidos los estadios 
VII, VIII, X y XII (Figura 8-c).  

En el grupo subnutrido en preñez/lactancia, los estadios espermatogénico V y VII 
(16%) tuvieron las frecuencias más altas en los túbulos seminíferos observados, 
comparado con el grupo control no se registro diferencias. No se registró diferencias 
con las frecuencias más bajas. Entre las frecuencias observadas aumentadas 
moderadamente el estadio IX, y marcadamente incrementado los estadios XIII 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. Determinación de frecuencias observadas de estadios celulares del I al 
XIV observados en túbulos seminíferos de ratas adultas (I-XIV) a- control 
(CONTROL) y subnutridas b- durante la gestación (UNP),  c- durante la lactancia 
(UNL), d- preñez y lactancia (UNPL).  
  

Figura 7. Determinación de frecuencias observadas de estadios celulares del I al XIV

observados en túbulos seminíferos de ratas adultas (I-XIV) a-control (CONTROL) y

subnutridas b- durante la gestación (UNP), c-durante la lactancia (UNL), d- preñez y lactancia

(UNPL). Diferentes literales indican diferencias significativas entre estadios. P <0,05.
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6.5.  Resultados de inmunoexpresión de GNDF y su correlación con los 
estadios del ciclo espermatogénico 
 
En los estadios IV, V, VI, VII, IX, XII y XIII, se registraron diferencias significativas 
entre los grupos subnutridos con el grupo control (Figura 9). 
 
La inmunoexpresión 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 
mostró diferencias significativas con el grupo control. Lo mismo ocurre en el estadio 
V donde fue mayor la inmunoexpresión de GDNF  en UNP (p< 0,0015) y UNL (p< 
0,0146)  y  no se registró diferencias significativas en el grupo UNPL respecto al 
grupo control.   
 
La inmunoexpresión 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 inmunoexpresión 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 VII comparando entre los grupos subnutridos la mayor expresión 
de GDNF fue en el grupo UNL respecto al grupo UNPL (p<0,0063).  
 
La inmunoexpresión 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 
mostró diferencias significativas con el grupo control.  
 
La inmunoexpresión de GDNF en el estadio XII 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 XIII 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, III, VIII, X, XI y XIV, no evidenciaron diferencias significativas 
con el grupo control. 
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Figura 9. Análisis comparativo de la inmunoexpresión de GDNF según estadio del 
epitelio seminífero en animales subnutridos durante la gestación (UNP), lactancia 
(UNL),  preñez y lactancia (UNPL) comparadas con el grupo control. Diferentes 
literales indican diferencias significativas entre grupos para un mismo estadio (p 
<0,05). 
 
 
 
  

Figura 8- Análisis comparativo de la inmunoexpresión de GDNF según estadio del epitelio 

seminífero en animales subnutridos durante la gestación (UNP), lactancia (UNL),  preñez y 

lactancia (UNPL) comparadas con el grupo control. Diferentes literales indican diferencias 

significativas entre grupos para un mismo estadio (p <0,05).
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7. DISCUSIÓN 
 

1- ¿Cómo la subnutrición afectó la expresión del factor neurotrófico 
derivado de células gliales (GDNF) en el testículo? 

 
 
La inmuno localización observada coincide con estudios previos donde se localizó al 
GDNF en células de Sertoli y células germinales como paquitenos y espermátidas 
(Fouchécourt et al. 2006, Caires et al. 2010). En otras investigaciones, se describe 
que en condiciones fisiológicas la única fuente de GDNF son las células de Sertoli, 
sin embargo bajo condiciones de estrés se altera su expresión génica (Johnston et 
al. 2011). 
 
Nuestros resultados mostraron la sobre expresión de GDNF en testículo de crías de 
ratas adultas nacidos de madres subnutridas durante la gestación o durante la  
lactanción. Un aumento de GNDF en condiciones de subnutrición podría generar un 
desbalance, al estimular la exagerada proliferación de células germinales generando 
mayor número de células y por lo tanto desbordando la capacidad de Sertoli de 
albergar y sostenerlas metabólicamente. Estudios previos demostraron que una 
sobre expresión de GDNF altera la espermatogénesis y causa tumor de células 
germinales no metastásico por hiperproliferación de espermatogonias (Meng et al. 
2000). Nuestros resultados obtenidos coinciden con esta aseveración, dado que en 
el presente estudio observamos cambios no solo en la expresión de GDNF en crías 
de madres subnutridas durante diversos períodos del desarrollo, sino que 
observamos cambios en su morfología y en la frecuencia de asociaciones celulares 
en el epitelio seminífero, señal que evidencia cambios en la espermatogénesis.  
En cuanto a la sobre expresión de GDNF, esta depende del momento de la 
subnutrición, con posibles repercusiones posteriores en la espermatogénesis. Sin 
embargo la expresión en animales subnutridos durante todas las etapas parece 
generar un fenómeno de habituación a dichas condiciones de subnutrición.  
Otro experimento mostró resultados en la descendencia de madres que fueron 
sometidos a subnutrición durante la lactancia presentando  aumento en la 
concentración sérica de leptina, siendo ésta un potente estimulador de la producción 
de LH y FSH (Teixeira et al. 2007), este dato nos coincide con nuestro aumento de 
GDNF que actúa en sinergismo con  FSH. 
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2- ¿Cómo afectó la subnutrición durante períodos de desarrollo pre y 
posnatal a la estructura testicular – citoarquitectura testicular? 

 
La subnutrición materna no afectó el desarrollo normal de túbulos seminíferos en 
crías adultas. 
Las crías de madres subnutridas en lactancia son más afectadas por la nutrición, 
disminuyendo el diámetro de túbulos seminíferos y por ende el área ocupada por los 
túbulos. Sin embargo, las crías de madres subnutridas en preñez no ven afectado su 
diámetro. Por lo que, la madre no compensa su falta de nutrición en ella, por más 
que su objetivo sea nutrir al lactante, no logra ajustar los requerimientos del 
crecimiento de sus crías. La producción de leche durante la lactancia en condiciones 
de subnutrición en la rata afecta quizás la cantidad y la calidad, por lo que las crías 
no reciben buena nutrición produciéndose por lo tanto un efecto negativo sobre la 
morfología testicular. Siguiendo la misma línea de interpretación, los animales 
subnutridos durante preñez y lactancia, muestran una marcada disminución del 
diámetro de los túbulos seminíferos al igual que los solamente subnutridos en 
lactancia. Nuestros resultados coinciden con datos de animales prepuberales con 
restricción de proteína materna, que también produce disminución del diámetro de 
los túbulos seminíferos (Leonhardt 2002, Ramos et al. 2006, Rodríguez-González et 
al. 2012). Un estudio reciente sostiene que el diámetro de los túbulos seminíferos en 
los animales adultos está altamente correlacionado con el número de células 
germinales (Kotsampasi et al. 2009). Mientras que otra investigación, relacionó la 
dependencia de la altura del epitelio germinal con los estadios celulares en los 
túbulos seminíferos de rata en condiciones fisiológicas (Wing & Christensen 1982).  
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3- ¿Cómo afectó la subnutrición a las células de Sertoli? 

 
Nuestros datos registraron, un aumento del GDNF concomitante con un aumento del 
número de células de Sertoli, tanto en animales con subnutrición materna durante la 
gestación  y durante la lactancia, coincidiendo con la influencia registrada en otros 
estudios de GDNF sobre la proliferación de Sertoli (Yang & Han 2010). También se 
registró 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 (GFRα1 y Ret) en 
la cresta urogenital y testículos antes y después del nacimiento por métodos de 
Hibridación in situ (Golden et al. 1999), registrándose su disminución a partir de la 
primera semana post-natal (Hu et al. 1999). Luego en el adulto influye en las células 
de la línea germinal como las espermatogonias indiferenciadas (Meng et al. 2000, 
Skinner et al. 2005).  
Por otra parte es sabido que existe una correlación entre el número 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 número de las células de 
Sertoli no es representativo de una adecuada espermatogénesis. Por el contrario 
estudios diversos indican que en fenotipos de testículos con sólo células de Sertoli 
se produce alteración 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 número de células de Sertoli en 
adultos de los grupos subnutridos en distintos períodos del desarrollo pre y 
postnatal, lo que indica que hubo una alteración del proceso de multiplicación 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 disminución 
del número de células de Sertoli (10.53 ± 0.13 en dieta hipo proteica versus 11.45 ± 
0.1en controles con dieta estándar) en ratas con restricción de proteínas durante la 
gestación (Toledo et al. 2011), ni con estudios previos en ratas subnutridas 
(Genovese et al. 2010). Esto podría explicarse probablemente por las diferencias en 
el modelo experimental utilizado, el número de animales que utilizaron en dichos 
experimentos y que la edad de los animales, el tiempo, y el tipo de 
subnutrición fueron otros, y son todos ellos factores importantes que 
podrían influir en los animales en el número 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 daño testicular por 
productos químicos o radiación, las células madre espermatogonias (SSC) 
aumentan en número rápidamente para compensar el daño, mientras que se dividen 
lentamente en condiciones fisiológicas (Rooij & Russell 2000).  
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4- ¿Qué ocurrió con la 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 VII es el más frecuentemente observado, por ser el de mayor 
duración (Hess et al. 1990). Por otra parte también estudios previos demostraron 
que en condiciones de tratamiento farmacológico, se altera esta frecuencia del 
estadio VII, tal como ocurre en nuestro presente estudio en los testículos de 
animales subnutridos (Johnston et al. 2008). 
La programación por subnutrición alteró la frecuencia en todos los estadios del ciclo 
espermatogénico, aumentando unos y disminuyendo otros, según el momento del 
desarrollo cuando ocurre la subnutrición en ratas, lo que sugiere una alteración en el 
ciclo espermatogénico.  
 
 
 

5- ¿Cómo se relaciona la inmunoexpresión de GDNF y los cambios en los 
estadios del ciclo espermatogénico? 

 
Nuestros resultados de los animales control coinciden con estudios previos donde se 
observó que la distribución de GDNF en las células de Sertoli está fuertemente 
relacionado a la expresión de ARNm de GDNF y la distribución de proteína GDNF 
dentro del citoplasma de las células de Sertoli, variando asimismo con el estadio 
donde es máxima su expresión entre XIII- I, y va decreciendo hacia el estadio VII 
(Johnston et al. 2011). También coincidimos con otro estudio,  en el que se encontró  
la expresión de ARNm y la proteína GDNF, secretada por las células de Sertoli es 
dependiente de la etapa del ciclo espermatogénico, siendo máxima en las etapas II-
VI y alcanza un mínimo en las etapas IX-XI (Grasso et al. 2012).  
Estos datos apoyan la hipótesis de algunos trabajos de investigación que los 
cambios cíclicos en la expresión de GDNF por las células de Sertoli son 
responsables de la etapa específica y de la diferenciación 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 subnutrición materna modifica la inmunoexpresión de GDNF 
en el túbulo seminífero de testículos de crías, y que está vinculado al estadio en que 
se encuentre el túbulo seminífero, sobreexpresándose durante los estadios III al XI 
donde normalmente se produce un descenso en la expresión de GDNF.  

Por lo tanto nuestros estudios reafirman la hipótesis de programación por 
subnutrición, en función de las modificaciones en la expresión de GDNF, un 
importante factor de transcripción 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 está presente en el mantenimiento de 
espermatogonias de nuestro modelo biológico y el hombre (Chen & Liu 2015). 
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8. CONCLUSIONES 

 

Nuestros resultados indican que existe efecto de la subnutrición durante la preñez, 
lactancia y preñez/lactancia sobre la inmunoexpresión de la proteína de GDNF en el 
parénquima testicular y sobre la estructura testicular afectando el diámetro de los 
túbulo seminíferos,  su epitelio seminífero, sus células sustentaculares y en los 
estadios del ciclo espermatogénico. Por lo tanto la  subnutrición  durante diferentes 
períodos del desarrollo pre y posnatal altera la morfología testicular, así como el 
proceso de la espermatogénesis.  

Estas modificaciones tienen como base, factores moleculares como el factor 
neurotrófico derivado de células gliales GDNF, modificando su expresión en células 
testiculares. Por lo tanto se concluye que la subnutrición diferencial en la preñez, 
lactancia y en ambos períodos regula la expresión del GDNF, siendo este uno de los 
mecanismos intrínsecos promotores de los cambios  observados a nivel de los 
túbulos seminíferos. 

Los avances generados en este estudio de mecanismos moleculares que se 
producen a nivel testicular por la subnutrición nos permiten identificar al GDNF como 
biomarcador para la detección de alteraciones en la espermatogenesis en el adulto. 
 
Estudios a futuro cuantitativos a través de otras metodologías como citometría de 
flujo podrían confirmar  si el número de células de Sertoli y de células germinales 
está también afectado en estas condiciones de subnutrición, a largo plazo de la vida 
adulta por la subnutrición durante distintas etapas del desarrollo. Resta aún por 
analizar en su conjunto los procesos de apoptosis y proliferación celular y 
diferenciación celular y cómo se modifican en condiciones de subnutrición. 
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