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En la naturaleza, son muchos los mamíferos que presentan reproducción

estacional. Ésta es considerada como una estrategia que siguen los animales para

sincronizar los altos requerimientos biológicos de la reproducción con un ambiente

favorable (Zucker, 2001). Es un modo de generar descendencia que implica que los

animales tengan épocas en las cuales nacen nuevos individuos seguidos de otras en las

cuales no. Éste fenómeno está regulado por varios factores, entre los que se encuentran la

disponibilidad de la comida o la temperatura ambiental, aunque el más importante suele

ser el número de horas de luz con respecto a las de oscuridad que hay en cada día, también

conocido como fotoperiodo. En base al tipo de fotoperiodo, podemos distinguir entre

animales cuyos periodos de reproducción (apareamiento y fecundación) acontece en días

largos de luz (fotoperiodo largo) con periodos no reproductivos en días cortos de luz

(fotoperiodo corto) y otros que sucede a la inversa, con periodos de reproducción en

fotoperiodo corto y no reproductivos en fotoperiodo largo (Gerlach y Aurich, 2000). En

conexión con esto, se ha observado que en los machos de las especies con reproducción

estacional el peso de sus testículos disminuye en el periodo no reproductor. Esto está

asociado a cambios histológicos testiculares como también con alteraciones hormonales

que conllevan la pérdida de la fertilidad durante este periodo (Lincoln, 1981).
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Con respecto a los cambios tisulares testiculares en mamíferos con reproducción

estacional, se ha observado que estos se relacionan con su periodo no reproductor, sea

éste en fotoperiodo corto o largo. En los periodos no reproductivos, los machos suelen

padecer una infertilidad temporal y tanto su epitelio seminífero como el proceso de

espermatogénesis se encuentra afectado en mayor o menor medida. Así, un primer tipo

de cambios en el epitelio seminífero que se pueden observar en estos mamíferos es la

reducción en la proliferación de las espermatogonias durante la estación no reproductora,

afectando de manera cualitativa a la producción diaria de espermatozoides, pero

manteniendo toda la serie de células germinales, como ocurre en el carnero (Hochereau-

de Reviers et al., 1985, 1992), el ciervo (Hochereau- de Reviers y Lincoln, 1978) o el

potro (Berndtson et al., 1983), siendo muchas de estas especies las que se reproducen

(apareamiento y fecundación) durante fotoperiodo corto. Un segundo tipo de cambios en

el epitelio seminífero está relacionado con la detención de la espermatogénesis. En la

época no reproductora –habitualmente en fotoperiodo corto-, puede observase

microscópicamente secciones tubulares donde la espermatogénesis no progresa más allá

del estado de espermátidas redondas. Esto ocurre en especies como el corzo (Schön et al.,

2004), el oso negro (Tsubota et al., 1997), el topillo rojo (Tähkä et al., 1997), la ardilla

(Barnes et al., 1986) o la liebre (Simeunovic et al., 2000). En otras especies, la detención

de la espermatogénesis es a nivel de espermatocitos o espermatogonias como ocurre en

el pichi peludo (Luaces et al., 2013), el visón (Pelletier, 1986, Blottner et al., 2006), el

murciélago (Araújo et al., 2013) y el hámster sirio (Sinha Hikim et al., 1988).

En relación con la espermatogénesis, es conocido que para que ésta se produzca

correctamente debe existir un equilibrio entre la proliferación y la apoptosis de las células,

es decir, la proliferación y diferenciación de las espermatogonias frente a la apoptosis de

todas las células germinales (De Krester y Kerr, 1994, Blanco-Rodríguez y Martínez-

García, 1996, Loveland y Schlatt, 1997, Pastor et al., 2011).

Las espermatogonias, son células diploides que se localizan en la zona más

próxima a la membrana basal de los túbulos seminíferos, proceden de la división de las

células madre de espermatogonias (SSC). En roedores, con microscopia luz se pueden

distinguir tres tipos principales de espermatogonías: tipo A, intermedias y B. Las

espermatogonias tipo B presentan gran cantidad de heterocromatina en su núcleo,

generalmente son más pequeñas y diferenciadas (Phillip et al., 2010). Éstas son las

últimas en proliferar, generando en su división, los espermatocitos. En cuanto a las SSC,

a pesar de representar menos del 1% de las células germinales en roedores, suponen la
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base de la espermatogénesis, (Tegelenbosch y de Rooij, 1993), y se caracterizan, como

cualquier otra célula madre, por mostrar un equilibrio entre su autorrenovación y su

diferenciación en otras espermatogonias. Este equilibrio es esencial para mantener la

población de SSC y responder a la necesidad de más espermatogonias manteniendo el

funcionamiento normal del testículo (Phillip et al., 2010).

Respecto a la apoptosis, ésta se define como un fenómeno de muerte celular

programada que se inicia a través de vías de señalización celular tanto intrínsecas como

extrínsecas, y que activan unas proteínas denominadas caspasas que conducen, en última

instancia, a la fragmentación del ADN nuclear (Rai et al., 2005). Este fenómeno está

asociado a cambios morfológicos celulares como son la reducción del volumen celular,

condensación y marginación de la cromatina, formación de vesículas en la membrana

plasmática y la generación de los llamados cuerpos apoptóticos (Häcker, 2000). Además,

este tipo de muerte celular se caracteriza por presentar una rápida eliminación de los

cuerpos apotóticos por parte de células con capacidad fagocítica y no lleva asociada una

respuesta inflamatoria como ocurre en la muerte celular de carácter necrótico (Sinha

Hikim y Swerdloff, 1999).

En muchos mamíferos, durante el proceso de espermatogénesis normal, se ha

observado que la apoptosis de células germinales se produce de forma espontánea,

especialmente de espermatogonias y espermatocitos a lo largo de los diversos estadios

del ciclo seminífero como ocurre en la rata (Hikim et al., 1995, Sinha Hikim et al., 1997),

el hámster (Lue et al., 1997) o el ser humano (Hikim et al., 1998).

Una célula muy importante en el epitelio seminífero es la de Sertoli debido a que

tiene un papel clave en la espermatogénesis. La célula de Sertoli es la única célula

somática dentro del epitelio seminífero; presenta una forma normalmente triangular con

el núcleo polarizado en la zona basal y unas prolongaciones especializadas que actúan de

sostén para el resto células germinales. Aunque realiza multitud de funciones, las más

importantes son las de carácter estructural y funcional respecto al resto de las células del

epitelio, suministrándoles nutrientes o señales externas necesarias, como, por ejemplo,

factores de crecimiento para mantener la espermatogénesis (Griswold, 1998), además de

participar en la regulación de la diferenciación de las células germinales (Cheng y Mruk,

2002). Es tal su implicación en la espermatogénesis, que el número diario de gametos

masculinos producidos depende directamente del número de células de Sertoli que haya

en el testículo (Johnson et al., 2000). El número final de estas células se alcanza una vez

llegada la pubertad (Lucas et al., 2014) y, para ello, esta célula se divide en determinados
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momentos de la vida del individuo, como son durante el periodo fetal y la pubertad. En

ellos ocurre un incremento del número total de células de Sertoli debido a su proliferación

(Sharpe et al. 2003). Se sabe que hay hormonas que estimulan su división celular y otras

que promueven su diferenciación como célula de Sertoli adulta. Así, por un lado, la

hormona estimuladora de los folículos (FSH) promueve la proliferación de la célula de

Sertoli mientras que la testosterona y la tirosina aceleran la diferenciación de ésta (Sharpe

et al., 2003, Buzzard et al., 2003, Tarulli et al., 2012). Tradicionalmente se ha considerado

que, una vez alcanzada la vida adulta, la célula de Sertoli es una célula totalmente

diferenciada, y como consecuencia, quiescente. Esto supone que el número total de

células de Sertoli es estable y no cambia durante la vida del individuo, no respondiendo

ya a la hormona que previamente la estimulaban a dividirse (Ramos y Dym, 1979, Sharpe

et al., 2003, Xia et al., 2012).

Actualmente estos hechos están bajo discusión, algunos autores han sugerido que

la célula de Sertoli de individuos adultos puede cambiar de su estado maduro y

diferenciado a un estado más inmaduro e indiferenciado por efecto de las gonadotropinas,

planteando la existencia de una población de células de Sertoli que se encontraría en un

estado dinámico y modificable por las hormonas, al menos, en reproductores estacionales

como ocurre en el hámster ruso (Tarulli et al., 2012). A favor de esta hipótesis estaría que,

con anterioridad, otros trabajos usando técnicas estereológicas ya habían descrito

variaciones en el número de célula de Sertoli en individuos adultos del hámster ruso

(Meachem et al., 2005, Meachem et al., 2007). Además, de forma paralela, en estudios in

vitro se ha ido describiendo durante estos últimos años, la posibilidad de división de las

células de Sertoli, ya que estas células expresan toda la “maquinaria proliferativa”

necesaria para hacerlo (Ahmed et al., 2009, Kulibin y Malolina, 2016).

Solo recientemente, se ha descrito la proliferación de células de Sertoli en

animales adultos. Así, en ratas Wistar bajo condiciones fisiológicas normales, se ha

observado este fenómeno proliferativo en la zona de transición entre el túbulo seminífero

y la rete testis, donde solo hay células de Sertoli y algunas espermatogonias. Los autores

sugieren la existencia en esta zona de una subpoblación de células de Sertoli de carácter

indiferenciado, desde ella tanto el túbulo seminífero como la población de células de

Sertoli podrían crecer cuando esto fuera necesario (Figueiredo et al., 2016). Así mismo,

en el hámster sirio, un año antes se había descrito en la misma zona (los autores la

denominan: la válvula de Sertoli) un nicho de células de Sertoli proliferativas en

individuos adultos y en condiciones fisiológicas normales (Aiyama et al., 2015).
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De forma similar a lo observado en la actividad proliferativa de la célula de Sertoli

ocurre también con la apoptótica. Durante años se ha afirmado que la apoptosis se

producía en la célula de Sertoli en determinados periodos de la vida del individuo. Así,

solo se había identificado durante la vida fetal, prenatal o prepuberal considerando que,

alcanzada la edad adulta y siendo ya la célula quiescente, ésta sufría un proceso de

envejecimiento, no cambiando su número (Sharpe et al. 2003). Frente a esto, en las

últimas dos décadas se ha ido observando la existencia de apoptosis de células de Sertoli

asociada a algunas patologías o tras la administración de fármacos o tóxicos (Heiskanen

et al., 1996, Sasso-Cerri y Miraglia, 2002, Hu et al., 2018). También se ha observado la

apoptosis de células de Sertoli en situaciones experimentales donde se provoca una

depleción hormonal de FSH (Yagi et al., 2006). En condiciones fisiológicas normales,

solamente durante la regresión del hámster ruso debida a fotoperiodo corto se ha podido

determinar una disminución del número total de estas células, por métodos

estereológicos, proponiéndose que este decrecimiento de la población podría ser causado

por la apoptosis (Meachem et al., 2005).

Otro aspecto importante de la espermatogénesis es que, en ella, durante la

formación y maduración de los espermatozoides, ocurren cambios en los

glucoconjugados de las células del epitelio seminífero (Nicolson et al., 1977, Schwarz y

Koehler, 1979). Las lectinas han sido ampliamente utilizadas para estudiar esos cambios

y ellas se definen como proteínas de diverso origen (microbiano, fúngico, vegetal o

animal) que reconocen específicamente los residuos de azúcar de las glucoproteínas y

glucolípidos, mostrando un patrón de unión característico en los diversos órganos o

tejidos analizados (Spicer, 1993).

De esta manera, estas proteínas han sido ampliamente utilizadas en la

caracterización “in situ” (histoquímica de lectinas) de patrones específicos de

carbohidratos en diversos tejidos y órganos como por ejemplo, el sistema respiratorio

(Castells et al., 1990, Pastor et al., 1992, 1994, Kasper y Singh, 1995), el sistema digestivo

(Perez-Tomás et al., 1990, Madrid et al., 1997, 1998), y los sistemas reproductores

masculino (Calvo et al., 1995, 2000, Pinart et al., 2001, Badía et al., 2005, Morales et al.,

2005) y femenino (Avilés et al., 1994, 2000, Pastor et al., 2008), o en diversas situaciones

patológicas (Roth et al., 1996). En el caso de los estudios referentes al epitelio seminífero,

mediante histoquímica de lectinas se ha observado un patrón diferente de

glucoconjugados entre los distintos tipos de células germinales y de éstas respecto a la de

Sertoli (Arya y Vanha-Perttula, 1984, 1986, Söderström et al., 1984; Kurohmaru et al.,
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1991, Kurohmaru et al., 1995, Kurohmaru et al., 1996, Jones et al., 1992; Martínez-

Menárguez et al., 1992, Martínez-Menárguez et al., 1993; Wine y Chapin, 1997; Calvo

et al., 2000; Pinart et al., 2001). Además, recientemente se han mostrado que ésta

histoquímica es una herramienta muy útil para identificar células apoptóticas en el epitelio

seminífero (Seco-Rovira et al., 2013, Seco-Rovira et al., 2017).

El hámster sirio (Mesocricetus auratus), es un roedor con reproducción estacional

muy utilizado en el laboratorio para estudios del control de la reproducción por

fotoperiodo y usado como modelo para el estudio entre la relación estructura/función en

el testículo (Hikim et al., 1988). Así, es conocido que, durante su época no reproductora,

en otoño-invierno (fotoperiodo corto), ocurre el proceso de la regresión testicular por el

cual estos animales pierden la capacidad reproductora. Por el contrario, en primavera-

verano, en la época reproductora (fotoperiodo largo), estos animales recuperan su

capacidad reproductiva previa mediante un proceso conocido como recrudescencia.

Ambos procesos están regulados por el eje hipotálamo-pituitaria-gonadal siendo el

fotoperiodo el factor que sincroniza ambas etapas reproductoras con su medio ambiente

(Young y Nelson, 2001). A nivel hormonal, durante el proceso de regresión (fotoperiodo

corto), el aumento en la secreción de la melatonina, el cual está relacionado directamente

con el incremento en número de horas de oscuridad, provoca la disminución en la

secreción de las hormonas pituitarias. Esto último ocurre a través de la inhibición en la

secreción de la hormona liberadora de Gonadotropinas (GnRH), que a su vez ocasiona la

disminución de la FSH, la hormona luteinizante (LH) y la prolactina, provocando

finalmente un descenso en la concentración de la testosterona testicular (Berndtson y

Desjardins, 1974; Bronson, 1999; Kelly et al., 1994; Young et al., 2001). Como

consecuencia de todas estas alteraciones hormonales, el testículo se atrofia y disminuye

en peso y volumen, (Berdtson y Desjardins, 1974).

En cuanto a la recrudescencia, esta se produce cuando disminuye la secreción de

melatonina por el aumento de horas de luz (fotoperiodo largo), lo cual permite que se

restablezcan los niveles hormonales de la FSH, LH y prolactina. Fruto de esto, se vuelve

gradualmente a la concentración de testosterona intratesticular habitual de la época

reproductora y, en consecuencia, se restablece la fertilidad. Aunque de manera natural en

estos animales, la recrudescencia ocurre con el cambio de estación (y por tanto de

fotoperiodo), en condiciones experimentales, mantenidos en un fotoperiodo corto

continuo y una vez alcanzado el máximo grado de regresión, el eje hipotálamo-pituitaria-

gonadal de estos animales se vuelve refractario al fotoperiodo corto y deja de responder
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a la secreción de melatonina. En consecuencia, se restablecen los niveles hormonales de

FSH, LH, prolactina y testosterona comenzando de forma espontánea el proceso de

recrudescencia sin que haya un cambio en el fotoperiodo (Turek et al., 1975). A su vez,

estos estados de regresión y recrudescencia vinculados a la reproducción estacional del

hámster sirio tienen su reflejo en cambios que ocurren a nivel celular en el testículo, tanto

en el epitelio seminífero como en el intersticio (Lincoln, 1981).

Recientemente, nuestro grupo de investigación ha descrito que en la involución

del epitelio seminífero que sucede durante la regresión testicular debida a la exposición

por fotoperiodo corto hay un incremento de la apoptosis de las células germinales junto

con una disminución significativa en la proliferación de las espermatogonias (Seco-

Rovira et al., 2015). Además, estos cambios celulares en el epitelio seminífero causan

otros de carácter histomorfométrico. Así, se ha observado la disminución progresiva

durante el proceso de regresión del volumen testicular, volumen tubular y volumen

epitelial, a diferencia de la longitud tubular, que disminuye rápidamente al final del

proceso (Seco-Rovira et al., 2015). También el análisis histológico de los túbulos

seminíferos muestra un aumento progresivo en la proporción de secciones tubulares en

parada a nivel de espermatocito junto con una ausencia total de secciones tubulares

normales (espermatogénesis completa) (Seco-Rovira et al., 2015). Como se ha descrito al

inicio de la introducción, los cambios en el epitelio seminífero que acontecen en los

animales con reproducción estacional para alcanzar la infertilidad pueden ser de

diferentes tipos. En el caso del hámster sirio se encuadrarían conceptualmente dentro de

aquellas especies que hemos indicado antes en segundo lugar.

En cuanto al periodo de la recrudescencia, son escasos los datos tisulares acerca

de cómo ocurre la recuperación del epitelio seminífero y, en consecuencia, cómo se

restablece la fertilidad tanto en el hámster como en otras especies de mamíferos. Así, se

ha observado una correlación entre recuperación de la espermatogénesis y el aumento de

células PCNA (Antígeno Nuclear de Proliferación Celular) positivas coincidente también

con el restablecimiento de los niveles de FSH durante la recrudescencia del hámster sirio,

aunque se desconocen los datos cuantitativos del proceso (Jin et al., 2002). En cuanto a

la apoptosis, se ha descrito que tras la hibernación y con bajas temperaturas éstas últimas

provocan que la recrudescencia se retrase debido a un aumento en la apoptosis de las

células germinales, sin alterarse la proliferación de las espermatogonias (Sato et al.,

2005). Complementariamente, en el ratón de pies blancos se ha observado una
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disminución de la actividad apoptótica que precede a la recrudescencia gonadal (Young

y Nelson, 2001).

En cuanto al patrón histoquímico de lectinas en el epitelio seminífero del hámster

sirio, nuestro grupo observó hace años cambios en él, entre los animales sujetos a

regresión y los animales control (Pastor et al., 2003, Seco-Rovira et al., 2013). También

como se ha indicado anteriormente, nuestro grupo ha demostrado la utilidad de la

histoquímica de lectinas para detectar células germinales en apoptosis en el epitelio

seminífero en hámster sirio durante la regresión testicular debida a fotoperiodo (Seco-

Rovira et al., 2013, Seco-Rovira et al., 2017). Así, en ella, se ha observado que las células

germinales en apoptosis incrementan la expresión de residuos de β- D –galactosa, α- D –

manosa y en algunos casos, de L –fucosa, (Seco-Rovira et al., 2013). Además, alguna

lectina como la PNA (Arachis hipogea) detectó células de Sertoli con características

morfológicas típicas de una célula en apoptosis.

Por último, y dentro del estudio de nuestro grupo de investigación sobre la

regresión del epitelio seminífero en el hámster sirio tras un fotoperiodo corto, ha sido

posible observar la apoptosis de células de Sertoli tanto con microscopia de luz como

electrónica. También se ha calculado el índice de apoptosis para ésta célula durante todo

el proceso de la regresión, siendo más fuerte la actividad apoptótica en sus fases iniciales

(Seco-Rovira et al., 2014). Junto a ello, se ha podido constatar un fenómeno de fagocitosis

de espermátidas alargadas por parte de las células de Sertoli, el cual coopera en la

involución del epitelio durante la regresión. En este estudio, no fue cuantificada la

población de células de Sertoli y no se pudo evaluar la disminución total de esta célula

durante la regresión testicular. Respecto a esto, en un clásico estudio del hámster sirio

(Sinha-Hikim et al., 1988), no se observó disminución en el número total de células de

Sertoli en la regresión, contrariamente a lo que como hemos dicho antes sí sucedía en el

hámster ruso (Meachem et al., 2005).

De todo lo comentado se pueden extraer algunas conclusiones sobre cuál es el

estado en que se encuentra el estudio celular del epitelio seminífero del hámster sirio

durante la reproducción estacional: A) Conocemos ya el papel de los fenómenos de

proliferación y apoptosis en el epitelio seminífero durante la regresión testicular como

factores importantes implicados en la depleción del epitelio y como esto se manifiesta en

modificaciones que sufre el testículo y su estructura. En cambio, desconocemos como los

fenómenos de proliferación y apoptosis en este roedor se comportan en la recrudescencia

y como se recupera la estructura del testículo. En concreto, si ésta ocurre de forma
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sincrónica en los dos compartimentos (túbulos seminíferos e intersticio testicular) o si,

por lo contrario, es un proceso de recuperación en distintas fases; B) Respecto a la

histoquímica de lectinas, ésta ha sido útil para observar variaciones de glucoconjugados

durante la regresión en el epitelio seminífero, siendo además una técnica histoquímica

que permite detectar la apoptosis de células germinales en ese epitelio. En la etapa de la

recrudescencia no tenemos una caracterización de los glucoconjugados a lo largo de ella

y por lo tanto no sabemos si existe cambios en ellos respecto a los observados durante la

regresión o los observados en testículos complemente activos; C) En relación con la célula

de Sertoli sabemos que durante la regresión testicular sufre apoptosis, pero desconocemos

si el número total de estas células disminuye al final del proceso. Es más, desconocemos

si en este proceso de regresión, la posible proliferación de las células de Sertoli podría

llegar a compensar la pérdida de éstas por apoptosis. Todo ello plantea dudas sobre lo que

le sucede a la célula de Sertoli durante la recrudescencia en relación a los fenómenos de

proliferación y apoptosis.

En consecuencia, en la presente tesis doctoral se aborda en cuatro trabajos los

aspectos arriba comentados. En el primer artículo se estudian tanto la dinámica

proliferación / apoptosis como los cambios histomorfométricos (apartado A) durante el

proceso de recrudescencia testicular. En él, se muestra cómo y de qué manera se modifica

la estructura histológica del testículo en la recrudescencia espontánea y cómo la

proliferación y apoptosis influyen en la recuperación del epitelio seminífero tras la

involución ocurrida durante la regresión testicular debida a fotoperiodo corto en el

hámster sirio. El segundo artículo responde al apartado B, en él se evidencia la utilidad

de la histoquímica de lectinas para la identificación de las pocas células germinales en

apoptosis, así como se comprueba como gradualmente el epitelio seminífero va

recuperando su característico patrón histoquímico de lectinas, que indica la recuperación

de los glucoconjugados propios del epitelio en condiciones de fotoperiodo largo.

Finalmente, el capítulo de libro y el tercer artículo aborda la cuestión planteada en el

apartado “C”. En el capítulo se pone a punto una técnica de inmunofluorescencia para

poder detectar células de Sertoli en proliferación. Seguidamente en el tercer artículo se

analiza tanto la actividad proliferativa como apoptótica de la célula de Sertoli durante la

regresión, la recrudescencia y en condiciones de fotoperiodo largo. También se calcula

los números totales de estas células proliferativas y apoptóticas. Por último, se determina

los números totales de células de Sertoli de los testículos en las tres condiciones. Con

estas determinaciones se alcanza a tener una visión completa de cómo se modifica la
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población de esta célula en el adulto, tanto en condiciones fisiológicas normales de

reproducción, como durante el periodo no reproductivo y en el periodo de recuperación

de la función reproductiva, en el hámster sirio (Mesocricetus auratus).
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es estudiar el proceso de la

recrudescencia espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto en el hámster sirio,

tanto histomorfométricamente como con respecto a los cambios de las actividades de la

proliferación y apoptosis en las células germinales y de Sertoli que pueden tener lugar

durante la recuperación del epitelio seminífero, con la finalidad de esclarecer las causas

implicadas durante este proceso de recrudescencia testicular. Para ello, se proponen los

siguientes objetivos específicos:

1.- Realizar un estudio cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo tanto de los

cambios histomorfométricos que ocurren durante el proceso de la recrudescencia

espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto como en los fenómenos de

proliferación y apoptosis de las células germinales, así como determinar la importancia

relativa de éstos en la recuperación del epitelio seminífero (Artículo 1).

2.- Evaluar, utilizando una extensa batería de lectinas, los cambios en el patrón de

los glucoconjugados del epitelio seminífero e intersticio testicular, así como analizar la

apoptosis de las células germinales utilizando la capacidad de las lectinas para detectar

“in situ” específicamente la apoptosis de las células germinales, durante la

recrudescencia espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto (Artículo 2).
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3.- Identificar cualitativamente las células de Sertoli en proliferación mediante el

uso de microscopía confocal. Para ello, poner a punto en nuestro laboratorio una doble

tinción inmunohistoquímica para la detección de filamentos de vimentina y PCNA

(Capítulo de libro). Posteriormente determinar, por un lado, los cambios en la

actividad proliferativa y apoptótica de la célula de Sertoli durante la regresión y

recrudescencia espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto, comparando esos

datos con animales mantenidos en fotoperiodo largo (Control). Por otro lado, determinar

el número total de células de Sertoli por testículo, como también las que están en

proliferación o en apoptosis, durante los procesos de regresión y recrudescencia

espontánea tras exposición a fotoperiodo corto como en animales mantenidos en

fotoperiodo largo (Control) (Artículo 3).
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3.1-. MATERIAL Y MÉTODOS

Animales y muestras

Se utilizaron 53 hámsteres machos de 6 meses de edad sexualmente maduros

(Mesocricetus auratus) mantenidos inicialmente con un fotoperiodo largo de 14:10 h luz-

oscuridad. De ellos, cinco machos de 6 meses de edad, sanos y sexualmente competentes

se utilizaron como grupo de Control y se mantuvieron con el mismo fotoperiodo de 14:10

h de luz-oscuridad. Los otros 48 animales de 6 meses de edad fueron sometidos a un

fotoperiodo corto de 8:16 h de luz-oscuridad. Todos los animales se mantuvieron en

animalario de la Universidad de Murcia a una temperatura ambiente de 20° C y siempre

con comida y agua ad libitum. A las 4, 6, 8, 12, 16, 19 y 21 semanas se sacrificaron los

animales tratados junto con un animal control por sobredosis de CO2 en una cámara

cerrada y los testículos se extrajeron inmediatamente.

Una parte del testículo se fijó en methacarn, una solución formada por metanol,

cloroformo y ácido acético en proporción 6:3:1 respectivamente, durante 8 h a

temperatura ambiente antes de ser procesado e incluido en parafina. Una vez realizados

los bloques, se hicieron secciones de 5μm de espesor utilizando un micrótomo Microm

HM310 (MICROM International GMbH, Walldorf, Germany). Estas secciones se usaron

en varias técnicas de microscopía de luz: 1) histoquímica de lectinas utilizadas en el

reconocimiento del patrón de glucoconjugados a lo largo del proceso de la recrudescencia

espontánea y su posible uso para detectar células germinales con apariencia apoptótica,

2) hematoxilina-eosina (H&E) utilizadas en los estudios semicuantitativos de los tipos de

secciones tubulares y morfométricos testiculares, 3) técnicas inmunohistoquímicas

utilizadas en la detección del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) en el

estudio semicuantitativo y cuantitativo de la actividad proliferativa de espermatogonias y

Sertoli, y para la detección de los filamentos intermedios de vimentina utilizadas en el

estudio semicuantitativo y cuantitativo de la célula de Sertoli, 4) técnica histoquímica de

TUNEL (“terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP in situ nick end

labelling”, marcaje in situ de ADN fragmentado) en el estudio semicuantitativo y

cuantitativos de la muerte celular por apoptosis de células germinales y la célula de

Sertoli.
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La otra parte del testículo fue incluida y procesada para su estudio ultraestructural

mediante microscopía electrónica de transmisión (MET). Finalmente, se establecieron

tres grupos de regresión testicular atendiendo a criterios como semana de sacrificio,

secciones tubulares en parada de espermátida redonda, diámetro tubular y área media

tubular de epitelio seminífero: Regresión Media (MReg), Regresión Fuerte (SReg) y

Regresión Total (TReg) (Seco-Rovira et al., 2015); así como otros tres grupos de

recrudescencia testicular atendiendo a criterios como semana de sacrificio; proporción de

secciones tubulares con normal espermatogénesis, peso y volumen testicular

Recrudescencia Inicial (IR), Recrudescencia Avanzada (AR) y Recrudescencia Total

(TR).

Ética biomédica

Este estudio se realizó de acuerdo con las normas éticas y legales vigentes en el Real

Decreto Español RDL 1201/2005 del 10 de octubre y el Real Decreto Español RDL

53/2013 de 10 de octubre sobre la protección de los animales utilizados para

experimentación y otros propósitos científicos y la legislación 2010/63/UE sobre

protección de los animales.

Caracterización histológica del grado de recuperación del túbulo seminífero para

los estudios cualitativos y semicuantitativos

El grado de regresión o recuperación del túbulo semiínfero se clasificó en cuatro

categorías: a) Túbulo normal, cuando el epitelio seminífero contenía toda la serie de

células germinales bien definidas (espermátidas, espermatocitos y espermatogonias); b)

hipoespermatogénico, cuando se observó una reducción en el desarrollo de las

espermátidas tardías con una disminución del espesor del epitelio seminífero; c) parada o

aparente parada en espermátidas redondas, cuando el epitelio germinal se desarrolló hasta

espermátidas redondas pero no se observaron espermátidas elongadas o tardías en la luz

del túbulo seminífero; d) parada o aparente parada en espermatocitos, cuando el epitelio

germinal mostró únicamente desarrollo hasta espermatocitos y no se observaron, o eran

muy escasas, espermátidas redondas. La clasificación de tipos de secciones tubulares

anteriormente mencionada fue utilizada para los diversos estudios realizados en la

presente tesis doctoral y coincide con la usada anteriormente en los estudios de regresión

testicular (Seco-Rovira et al., 2015), salvo que las etapas morfológicas que definen el
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epitelio seminífero son inversas. En un caso se relacionan con la involución del epitelio

(regresión) y en otra con su recuperación (recrudescencia).

Histoquímica de lectinas

Las muestras se desparafinaron en xileno, se rehidrataron en etanol (100, 96 y 70%)

y en agua destilada. En el caso de las lectinas conjugadas con HRP (peroxidasa de rábano

picante), las muestras se lavaron durante 5 minutos en TBS (solución salina tamponada

con Tris, pH 7,4) seguido de una incubación en una solución de TBS que contenía 0,3%

de peróxido de hidrógeno (H2O2) (PanReac AppliChem GMbH, Darmstadt, Germany)

para bloquear la actividad peroxidasa endógena. Después de 3 lavados en TBS, las

secciones se incubaron con las lectinas marcadas con HRP (Sigma Chemical Co, St.

Louis MO, USA) en una cámara húmeda durante 2 h a temperatura ambiente. Después

de lavar en TBS, las secciones se sumergieron en TBS que contenía 0,025mg/mL del

sustrato cromógeno 3,3 'diaminobencidina (DAB (Sigma Chemical Co. St. Louis MO,

USA)) y 0,015% de H2O2 para poner de manifiesto los sitios que contienen actividad

peroxidasa. Las secciones se contrastaron con hematoxilina, fueron deshidratadas,

aclaradas en xileno y montadas usando DPX (Prolabo®, Hermosilla, Sonora, México)

como medio de montaje.

Para las lectinas conjugadas con digoxigenina (DIG) (Boehringer, Barcelona,

España), al igual que en el caso anterior, las secciones fueron incubadas con una solución

en TBS con H2O2 al 0,3% para bloquear la actividad peroxidasa endógena de las muestras

y a continuación fueron incubadas en TBS con 1% de BSA ((Albumina de suero bovino

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Montana, USA)) durante 10 min. La incubación con las

lectinas conjugadas con DIG se realizó en una solución formada por 1% BSA, 0,05%

Tween 20 (PanReac AppliChem, Barcelona, España) y 0,05% Triton X-100 (Sigma

Chemical, CO, St. Louis MO, USA) en TBS durante 90 min a temperatura ambiente en

cámara húmeda. A continuación, se enjuagaron las muestras en TBS y seguidamente se

incubaron durante 1h con un anticuerpo anti-DIG conjugado con HRP (Boehringer,

Barcelona, España) a una dilución de 0,6U/ml en TBS en cámara húmeda a temperatura

ambiente. Para revelar la actividad peroxidasa, las secciones se sumergieron en TBS que

contenía 0,025mg/mL de DAB y 0,015% de H2O2 hasta obtener un precipitado de color

marrón en la muestra. Posteriormente, las secciones se contrastaron con hematoxilina,

fueron deshidratadas, enjuagadas en xileno y montadas con DPX. Finalmente, las
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muestras se estudiaron con el microscopio de luz Olympus BX-51 acoplado con una

cámara digital Olympus DP-25 (Olympus, Tokio, Japan).

Técnica histoquímica de TUNEL

El estudio de la apoptosis en las células germinales y somáticas se realizó de acuerdo

con el protocolo del "kit de detección de apoptosis in situ Cardio TACS®" (reacción

TUNEL, R&D Systems, Minneapolis, USA). Las muestras fueron desparafinadas en O-

xileno, rehidratadas en etanol (100, 96 y 70%) y con agua libre de DNAsas. A

continuación, se incubaron con proteinasa K (1 mg/ml) durante 20 minutos y

posteriormente se lavaron en agua destilada libre de DNAsas dos veces durante 1 minuto.

La actividad peroxidasa endógena se bloqueó con 5% de H2O2 en metanol durante 5

minutos. Una vez lavadas las muestras en agua libre de DNAsas dos veces durante 1

minuto, las muestras se sumergieron en tampón TdT etiquetado 1x (1M TACS Safe-TdT

Buffer, 0,5 mg/ml de BSA, 0,6 mM de ácido 2-mercaptoetanosulfónico) a temperatura

ambiente durante 5 minutos y posteriormente se incubaron con TdT dNTP Mix (0,25 mM

biotinilados dNTP), 50x Mn+2 (1μl), TdT Enzima (1μl) y tampón TdT etiquetado 1X

durante una hora a 37ºC. La reacción se detuvo con tampón TdT de parada (0,1M EDTA,

pH 8,0). Posteriormente, las muestras se lavaron en PBS (tampón fosfato salino) y se

incubaron con estreptavidina-HRP durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después

de lavar en PBS, las muestras se tiñeron con TACS Blue Label y se incubaron con

solución de contraste C (Nuclear Fast Red). Las secciones utilizadas como controles

negativos, procesadas sin TdT no mostraron marcaje positivo. Una vez deshidratadas,

aclaradas en O-xileno y montadas con DPX, las muestras se estudiaron con un

microscopio de luz Olympus BX-51 y las fotografías fueron tomadas con una cámara

digital Olympus DP-25 conectada al microscopio.

Técnica inmunohistoquímica de PCNA

Las muestras se desparafinaron en xileno, se rehidrataron en etanol (100, 96 y 70%)

y en agua destilada. Se inactivó la actividad peroxidasa endógena de las muestras

mediante la incubación en PBS con 0,3% de H2O2 a temperatura ambiente durante 30

minutos. A continuación, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo de ratón anti-

PCNA (Biomeda, Foster City, CA, EE.UU.) a una dilución 1:200 en PBS/BSA 1% en

cámara húmeda durante toda la noche a 4ºC. Posteriormente, las muestras se lavaron en
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PBS y se incubaron con anticuerpo policlonal de conejo biotinilado anti IgG de ratón

(Dako, Glostrup, Denmark) a una dilución 1:200 en PBS/BSA 1% en cámara húmeda

durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces en PBS, las

muestras se incubaron con estreptavidina conjugada con HRP (Dako, Glostrup,

Denmark) a una dilución 1:300 en PBS/BSA 1% en cámara húmeda durante 30 minutos

a temperatura ambiente. A continuación, las muestras se lavaron tres veces en PBS y se

incubaron con una solución de 0,025mg/mL DAB y H2O2 al 0,015% para revelar la

actividad de peroxidasa seguido de dos lavados con agua destilada. El contraste de las

muestras se realizó utilizando hematoxilina durante 10 segundos. Finalmente, se

deshidrataron en etanol (70, 96 y 100%), se enjuagaron en xileno y se montaron con DPX.

Las muestras fueron estudiadas con el microscopio de luz Olympus BX-51.

Técnica inmunohistoquímica de filamentos intermedios de vimentina utilizada

para la detección de células de Sertoli apoptóticas

La célula de Sertoli es la única célula dentro del epitelio seminífero que expresa

filamentos intermedios de vimentina (Aumüller et al., 1988), por lo que esta característica

permite diferenciar claramente células de Sertoli TUNEL+ de otras células germinales

TUNEL+. Las secciones utilizadas fueron las mismas que se empelaron para la técnica

TUNEL, las cuales habían sido previamente escaneadas, por lo que era necesario retirar

primero el cubreobjetos de cada sección. Para ello, las secciones estuvieron inmersas en

xileno hasta que fue posible retirar el cubreobjetos de forma segura y con sumo cuidado

de no destruir el tejido. Después, las secciones fueron rehidratadas en etanol (100, 96 y

70%) y agua destilada. No era necesario bloquear la peroxidasa endógena puesto que ya

se había realizado previamente en la técnica TUNEL por lo que directamente se

incubaron con anticuerpo monoclonal de ratón anti-vimentina clon V9 (Dako, Glostrup,

Denmark) a una dilución 1:50 en PBS/BSA 0,1% en cámara húmeda durante toda la

noche a 4 ºC. Posteriormente, las muestras se lavaron tres veces en PBS y se incubaron

con anticuerpo policlonal de conejo biotinilado anti IgG de ratón (Dako, Glostrup,

Denmark) a una dilución de 1:200 en PBS/BSA 0,1% durante 45 min en cámara húmeda

y a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces en PBS, las muestras se incubaron

con estreptavidina conjugada con HRP (Dako, Glostrup, Denmark) durante 30 min en

cámara húmeda y a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se lavaron tres

veces en PBS y se incubaron con una solución de 0,025mg/mL DAB y H2O2 al 0,015%
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para revelar la actividad de peroxidasa seguido de dos lavados con agua destilada. El

contraste de las muestras se realizó utilizando hematoxilina durante 10 segundos o con la

solución de contraste “nuclear fast red” del kit de “detección de apoptosis in situ Cardio

TACS®" previamente usado. Finalmente, las muestras se deshidrataron en etanol (70, 96

y 100%), se enjuagaron tres veces en xileno y se montaron con DPX. Las secciones fueron

estudiadas con el microscopio de luz Olympus BX-51 acoplado con una cámara digital

Olympus DP-25.

Doble inmunohistoquímica de PCNA y filamentos intermedios de vimentina

para la detección de células de Sertoli con actividad proliferativa

(PCNA+/Vimentina+)

Las secciones se desparafinaron, se rehidrataron en etanol (100, 96 y 70%) y en agua

destilada, posteriormente se lavaron en PBS y se bloquearon en una solución de PBS con

glicina al 0,02 M (PanReac AppliChem ITW Reagents, Darmstadt, Germany) en cámara

húmeda durante 20 minutos. Después, las muestras se lavaron en PBS y se incubaron con

el anticuerpo monoclonal de ratón anti-vimentina clon V9 (Dako, Glostrup, Denmark) a

una dilución 1:50 en PBS/BSA al 0,1% en cámara húmeda durante toda la noche a 4ºC.

Al día siguiente, las muestras se lavaron 3 veces en PBS y se incubaron con el anticuerpo

secundario de cabra conjugado con el fluoróforo Alexa Fluor® 488 dirigido frente IgG de

ratón (Molecular Probes, USA), en PBS/BSA al 0,1% a una dilución 1:200 durante 45

minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente y siempre en oscuridad a partir de

este paso. Las muestras se lavaron 3 veces en PBS y fueron incubadas con el anticuerpo

primario de cabra anti-PCNA (sc-56, Santa Cruz Biotechnology) en PBS/BSA al 1% a

una dilución 1:200 y en cámara húmeda a 4ºC durante toda la noche. Al día siguiente, las

muestras se lavaron nuevamente con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario de

conejo biotinilado anti IgG de cabra en PBS/BSA al 0,1% a una dilución 1:200 durante

45 min en cámara húmeda a temperatura ambiente. Nuevamente, las muestras se lavaron

en PBS y fueron incubadas con estreptavidina conjugada con fluoresceína Alexa Fluor®

555 (Molecular Probes, USA) en PBS/BSA 0,1% a una dilución de 1:600 durante 30

minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras fueron

lavadas 3 veces en PBS durante 5 minutos y montadas en un medio de montaje para

fluorescencia (Dako, North America) manteniéndose en oscuridad hasta su posterior
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estudio con el microscopio confocal Leica TCS-SP2 (Leica Microsystems, Heidelberg,

Germany) (Capítulo de libro).

Estudio ultraestructural con MET

Las muestras de 1mm3 se fijaron durante 4h en glutaraldehido al 3,5% diluido en

tampón cacodilato sódico 0,1 M. Después fueron lavadas en una solución de cacodilato-

sacarosa a una concentración de 0,855mg/100ml, postfijadas en solución de tetraóxido de

osmio al 1% durante 2h, deshidratadas en acetona en concentración ascendente e incluidas

en Epon 812 (Serva, Heidelberg, Germany). Se realizaron cortes semifinos (1µm de

espesor) que fueron teñidos con azul de toluidina. Las secciones ultrafinas se cortaron

utilizando un ultramicrotomo Reichert-Imy Ultracut (Leica Microsystems, Wetzlar,

Germany) y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. El estudio

ultraestructural se realizó con un microscopio electrónico Philips Tecnai 12 (FEI Co.,

Eindhoven, Netherlands).

Análisis estadístico

Para algunos estudios estadísticos, los datos fueron transformados

logarítmicamente. Se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) de una vía seguido de

un test post-hoc contrastando la igualdad entre pares de medias, utilizando el test de

diferencia media significativa (DMS) y el método de Bonferroni. Los resultados se

consideraron estadísticamente significativos cuando el valor P fue menor de 0,05. Los

resultados se mostraron como la media ± el error estándar de la media en los textos,

figuras y tablas. Para el estudio estadístico se utilizó el software de análisis estadístico

SPSS 24 (IBM Corporation, Armonk, New York, USA).
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3.2-. DISEÑO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Objetivo 1: Realizar un estudio cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo tanto de

los cambios histomorfométricos que ocurren durante el proceso de la recrudescencia

espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto como en los fenómenos de

proliferación y apoptosis de las células germinales, así como determinar la importancia

relativa de éstos en la recuperación del epitelio seminífero (Artículo 1).

Diseño experimental

Determinación de los grupos de recrudescencia, estudio histológico cualitativo y

semicuantitativo

Los grupos de recrudescencia se establecieron atendiendo a varios criterios como la

exposición a fotoperiodo corto (IR: 16 semanas, AR: 19 semanas; TR: 21 semanas),

proporción de secciones tubulares con normal espermatogénesis (IR: 0% ± 0; AR: 14,3%

± 2,6; TR: 21,3% ± 2,4; Control: 44,8% ± 3,4), volumen testicular (IR: 0,59 ± 0,07 mm3;

AR: 1,44 ± 0,04 mm3; TR: 1,73 ± 0,06 mm3; Control: 2,06 ± 0,11 mm3) (103) y peso

(IR: 0,61 ± 0,08; AR: 1,49 ± 0,04; TR: 1,79 ± 0,06; Control: 2,1 ± 0,11) (g).

La proporción de secciones tubulares anteriormente citado se obtuvo mediante el

estudio semicuantitativo del grado de recuperación del epitelio seminífero. Para este

estudio, se utilizaron tres secciones de 5 mm de espesor teñidas con H&E de cada testículo

elegidas al azar y se examinaron 25 secciones tubulares de cada una, también elegidas al

azar. De este modo, se clasificó cada sección tubular según el grado de recuperación del

epitelio seminífero (aparente parada en espermatocito, aparente parada en espermátida,

en hipoespermatogénesis y secciones tubulares normales) para cada animal estudiado. En

cuanto al diámetro tubular medio (MTD), fue calculado usando cuatro secciones de 5 µm

de espesor de cada testículo, con el objetivo 10x y elegidas aleatoriamente. Para cada

sección, se estudiaron 25 secciones tubulares al azar, obteniendo la media de dos medidas

hechas en forma de cruz para cada sección tubular con el microscopio Olympus BX-51 y

el software de análisis Cell D Olympus de acuerdo con previos estudios (Seco-Rovira et

al., 2015).
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Estudio histomorfométrico cuantitativo

En primer lugar, los testículos fueron extraídos y pesados inmediatamente después

usando una balanza Mettler PS 360 (Mettler-Toledo, L´Hospitalet de Llobregat, Spain).

El volumen testicular (VT) se calculó considerando la densidad del testículo fresco (ρ) de

1,037g/cm3 (Hikim et al., 1988) y el peso testicular (Tw): (Vt= TW / ρ). Para el estudio

histomorfométrico se utilizaron tres secciones de 5mm de espesor teñidas con

hemtaoxilina-eosina. De cada sección, se estudiaron 25 secciones tubulares al azar con el

microscopio Olympus BX-51 y el software de análisis  Cell D Olympus utilizándose para

el cálculo de las siguientes variables: (1) la densidad de volumen de túbulos seminíferos

(VDST), como la ratio entre la superficie de túbulos seminíferos/área de referencia

(142.049,28 mm2); (2) la densidad de volumen del intersticio testicular (VDTI), como la

ratio de superficie intersticial/área de referencia (142.049,28 mm2); (3) el volumen total

de túbulo seminífero por testículo (VST) multiplicando VDST´VT; (4) la longitud de

túbulo seminífero por unidad de volumen (Lv) utilizando la fórmula establecida: Lv =

VDST/pR2 (Wing y Christensen, 1982; Santamaría et al., 1995). Además, para la longitud

total del túbulo seminífero (LST), se asume que todos los túbulos forman un único cilindro

de longitud L, radio R (MTD/2) y un volumen VST. Así, LST se calculó como Lv´VT; (5)

el área tubular total (TTA), como 2pR ´ LST; (6) El volumen total de epitelio seminífero

(VSE), como densidad de volumen de epitelio seminífero (ratio área epitelio seminífero/

área de referencia (142.049,28 mm2)) multiplicado por VT; (7) el volumen de intersticio

testicular (VTI), como densidad de volumen de intersticio testicular (ratio área de

intersticio testicular/área de referencia (142.049,28 mm2)) multiplicado por VT y (8) el

volumen de luz tubular (VTL), como área del lumen tubular/área de referencia (142.049,28

mm2) multiplicada por VT. Finalmente se calculó la ratio VDSE / VDTL y se realizó una

correlación de Pearson entre todas las variables histomorfométricas estudiadas.
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Evaluación semicuantitativa del estudio inmunohistoquímico (PCNA) y del

estudio histoquímico (TUNEL) de las células germinales

Para el estudio de la proliferación a lo largo del proceso de la recrudescencia

espontánea se utilizó la técnica inmunohistoquímica de PCNA anteriormente descrita.

Con esta técnica, se ponen de manifiesto células que se encuentran en fase G1/S o G2 del

ciclo celular, en este caso, son las espermatogonias del epitelio seminífero las células con

capacidad proliferativa. Así, para el recuento de las espermatogonias PCNA positivas, se

calculó un índice de proliferación (PI); número de espermatogonias PCNA positivas x

100 / total de espermatogonias (positivas + negativas). Para ello, se utilizaron 4 secciones

al azar y de cada sección, se estudiaron 25 campos al azar (tamaño de campo=0,0355mm2)

con el objetivo de 40x utilizando el microscopio de luz Olympus BX-51 tal y como se ha

realizado en estudios anteriores (Seco-Rovira et al., 2015).

El estudio de la actividad apoptótica del epitelio seminífero durante el proceso de

la recrudescencia espontánea se realizó mediante la técnica histoquímica de TUNEL.

Como en el caso anterior, se utilizaron 4 secciones al azar y de cada sección se estudiaron

25 campos (tamaño de campo=0,0355mm2), también al azar. De este modo, en cada

campo se realizó el recuento in situ de los diversos tipos de células germinales en

apoptosis obteniendo el número de espermatogonias, espermatocitos y espermátidas

redondas TUNEL + y totales (positivas + negativas). Para la identificación de cada tipo

celular se tuvo en cuenta tanto la forma de la célula como su posición relativa en el túbulo

seminífero. Con los datos obtenidos, se calculó el índice de apoptosis (AI) para cada tipo

celular como el número de células germinales TUNEL + x 100 / número total de cada

tipo célula germinal (positiva + negativa). Así se calcularon los índices de apoptosis

espermatogonias, espermatocitos y espermátidas redondas de acuerdo con estudios

anteriores (Seco-Rovira et al., 2015).

Una vez obtenidos PI y AI, se estudió la relación existente entre ambos procesos

durante recrudescencia espontánea tras la exposición a fotoperiodo corto. Así, se

establecieron las siguientes razones: AI de espermatogonias / PI de espermatogonias, AI

de espermatogonias + espermatocitos / PI de espermatogonias y AI de espermatogonias

+ espermatocitos + espermátidas redondas / PI de espermatogonias acorde con previos

estudios (Seco-Rovira et al., 2015).



29

Estudio cuantitativo de la actividad proliferativa y apoptótica de las células

germinales

Para el estudio cuantitativo fue necesaria la determinación de la densidad de volumen

de células germinales (Vd) mediante la aplicación de la ecuación de Floderus: donde Nv

= Na /(D + t - 2h) (Floderus, 1944, Morales et al., 2003, Seco-Rovira et al., 2015, Beltrán-

Frutos et al., 2018). Na es el número de núcleos por unidad de área de testículo (mm2)

(datos obtenidos del estudio semicuantitativo de la proliferación y apoptosis). D es el

diámetro medio del núcleo de cada tipo de célula germinal, tomado como el valor medio

de 50 núcleos celulares de cada tipo de célula germinal, t es el espesor de la sección (5µm)

y h es Dx0.1

El número de las espermatogonias proliferantes totales y el número total de

espermatogonias, espermatocitos y espermátidas redondas apoptóticas y no apoptóticas

durante recrudescencia espontánea tras la exposición a fotoperiodo corto fueron obtenidos

multiplicando Vd (obtenida con la ecuación de Floderus) x Vt.

Resultados

Estudio histomorfométrico de la recrudescencia espontánea en el hámster sirio

tras la exposición a fotoperiodo corto

Estudio histológico cualitativo y semicuantitativo

La histología del túbulo seminífero de los grupos establecidos difirió en cuanto al tipo

de sección tubular predominante (diferentes grados de recuperación del epitelio

seminífero). Así, en los testículos del grupo Control (animales no sometidos a un

fotoperiodo corto) se observaron mayoritariamente secciones tubulares normales, con la

espermatogénesis completa, o secciones hipoespermatogénicas mostrando una luz más

amplia. En el grupo IR, fueron predominantes las secciones tubulares en aparente parada

de espermátidas redondas, sin observarse todavía secciones tubulares con

espermatogénesis normal. En cuanto al grupo AR, se observó un abrupto incremento de

las secciones hipoespermatogénicas a la vez que había una baja proporción de secciones

tubulares normales y secciones tubulares en aparente parada de espermátida redonda.

Finalmente, el grupo de TR, parecía un estado intermedio entre el grupo de AR y el grupo

Control.
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Semicuantitativamente, el grado de recuperación del epitelio seminífero en los grupos

estudiados fue observado como un incremento significativo en el número de secciones

tubulares normales entre IR (0%) y TR (21,3%) (p<0,05). Por otro lado, la proporción de

secciones tubulares en aparente parada de espermatocito fue significativamente mayor en

el IR que en el resto de los grupos estudiados, decreciendo a medida que progresa la

recrudescencia, en concreto en el grupo AR, sin cambios significativos en los restantes

grupos (IR: 21%; AR: 1.6%; TR: 1% y grupo Control 0%) (p<0,05). La proporción de

secciones tubulares en aparente parada de espermátida redonda disminuyó

significativamente a lo largo del proceso de la recrudescencia (IR: 68,1%; AR: 11.5% y

TR: 5,5%) (p<0,05). Así, esta rápida disminución de secciones tubulares en aparente

parada en espermátida redonda observada entre los grupos IR y AR fueron sustituidas

por un incremento de las secciones tubulares en hipoespermatogénesis desde el grupo de

IR a otros grupos más avanzados de recrudescencia (IR: 10,4%; AR: 71,1%; TR: 72,7%

y grupo Control 54,4%) (p<0,05).

Finalmente, el parámetro semicuantitativo de diámetro tubular medio (MTD) fue

significativamente menor en el grupo IR respecto al resto de grupos estudiados, sin

cambios significativos entre ellos (IR: 178,9 ± 12,7 µm; AR: 244,6 ± 9,0 µm; TR: 272,6

± 11,3 µm y grupo Control 283,6 ± 19,1 µm) (p<0,05).

Estudio histomorfométrico cuantitativo

Respecto al peso testicular, en todos los grupos estudiados se observó un

incremento significativo, que a su vez estuvo acompañado por un incremento

significativo de los parámetros VT, VST y VSE (p<0,05) en los grupos de recrudescencia.

Los parámetros VTL y TTA, fueron significativamente menores en el grupo de IR

respecto al resto de grupos (p<0,05), pero estos a su vez estuvieron siempre por debajo

de los valores del grupo Control. LST fue significativamente menor en el grupo de IR que

el resto de los grupos, sin cambios significativos entre ellos (p<0,05). Finalmente, la ratio

VDSE / VDTL fue solamente significativamente mayor en el grupo IR comparada con el

resto de los grupos estudiados (p<0,05) (Esquema 1).

El estudio de correlaciones mostró que todas las variables estudiadas tuvieron

correlación positiva con respecto al peso y volumen testicular (p<0,05). Además, VST se

correlacionó positivamente con todas las variables estudiadas excepto para VTL. Por el
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contrario, no se encontraron correlaciones entre el VTL y VSE, entre VTI y MTD.

Finalmente, se observó una correlación positiva entre LST y VTI, pero no hubo ninguna

entre LST and MTD.

Esquema 1. Representación de los cambios morfométricos que tienen lugar en el testículo del hámster

sirio durante la recrudescencia espontánea tras la exposición a fotoperiodo corto. A) Representación de una

sección transversal de un túbulo seminífero donde se muestran el epitelio seminífero (negro) y la luz tubular

(blanco) y B) Representación esquemática de una sección longitudinal del testículo mostrando las

variaciones observadas tanto en el túbulo seminífero como en intersticio testicular en los distintos grupos

de recrudescencia espontánea. S.E: Sin cambios estadísticos significativos; VT: Volumen testicular; VST:

Volumen del túbulo seminífero; VSE: Volumen del epitelio seminífero; VTL: Volumen del lumen tubular;

VTI: Volumen del intersticio testicular; LST: Longitud del túbulo seminífero; MTD: diámetro medio tubular;

TTA: Área tubular total.
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Proliferación y apoptosis en el epitelio seminífero durante el proceso de

recrudescencia espontánea tras un fotoperiodo corto

Estudio semicuantitativo de la proliferación y la apoptosis

La identificación de las espermatogonias proliferantes se realizó mediante la técnica

de PCNA que diferenciaba entre espermatogonias PCNA +, con una coloración nuclear

marrón, y las espermatogonias PCNA – con una coloración azul típica del contraste con

hematoxilina. Por otro lado, la técnica de TUNEL permitió la identificación de células

germinales en apoptosis debido a la intensa coloración negra que adquieren las células

positivas. Así, según el tamaño y posición relativa en el epitelio seminífero fue posible la

identificación de los diferentes tipos de células germinales en apoptosis.

El índice de proliferación (PI) de espermatogonias fue significativamente mayor en

los tres grupos de recrudescencia respecto al grupo Control (p<0,05), sin diferencias

significativas entre ellos (Gráfico 1).

Gráfico 1. Índice de proliferación para las espermatogonias en cada grupo de estudio. a, b indican

diferencias significativas entre los diferentes grupos de estudio (p<0,05). IR: Recrudescencia Inicial; AR:

Recrudescencia Avanzada; TR: Recrudescencia Total.
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En relación con la muerte por apoptosis, los índices de apoptosis (AI) para cada tipo

de célula germinal estudiado volvieron a valores similares al grupo Control

progresivamente. Así, AI de espermatogonias fue significativamente mayor en el grupo

IR que en los grupos TR y el grupo Control (p<0,05). En cuanto al AI de espermatocitos

y espermátidas redondas, fueron significativamente mayores en el grupo IR comparado

con el resto de los grupos (p<0,05). Los AI de espermatogonia + espermatocitos y

espermatogonia + espermatocitos + espermátidas redondas fueron significativamente

mayores en IR que en el resto de los grupos estudiados (p<0,05) disminuyendo

rápidamente estos valores en el grupo de AR (Gráfico 2).

Gráfico 2. Índices de apoptosis de las diferentes células germinales en cada grupo de estudio. a, b, a`, b`,

a*, b*, A, B, α, β indican diferencias significativas entre los diferentes grupos de estudio (p<0,05). AI: Índice

de apoptosis; IR: Recrudescencia Inicial; AR: Recrudescencia Avanzada; TR: Recrudescencia Total.

Con los resultados de proliferación y apoptosis obtenidos anteriormente, se estudió la

relación entre ambos fenómenos durante el proceso de recrudescencia testicular. Así, se

observó que las ratios AI de espermatogonias / PI de espermatogonias y AI de

espermatocitos / PI de espermatogonias fueron significativamente mayores en el grupo

de IR que en los grupos TR y el grupo Control (p<0,05). En el caso de la ratio AI de
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espermátidas redondas / PI espermatogonias fue significativamente mayor en el grupo IR

que el resto de los grupos (p<0,05). Las ratios AI de espermatogonias + espermatocitos /

PI de espermatogonias y AI espermatogonias + espermatocitos + espermátidas redondas

(Total) / PI de espermatogonias fueron significativamente mayores en el grupo IR

respecto al resto de grupos (p<0,05) (Gráfico 3).

Gráfico 3. Ratio entre los índices de apoptosis de las células germinales y el índice de proliferación

de espermatogonias para cada grupo de estudio. a, b, a`, b`, a*, b*, A, B, α, β indican diferencias significativas

entre los grupos de estudio (p<0,05). AI: Índice de apoptosis; PI: Índice de proliferación (de

espermatogonias); IR: Recrudescencia Inicial; AR: Recrudescencia Avanzada; TR: Recrudescencia Total.

Estudio cuantitativo: número total de células germinales, número total de

espermatogonias con actividad proliferativa y número total de células germinales con

actividad apoptótica

En cuanto al número total de espermatogonias y espermatocitos, este se

incrementó significativamente desde el grupo IR al grupo AR, alcanzando valores

similares al grupo Control (p<0,05). El número total de espermátidas redondas fue

significativamente menor en el grupo de IR respecto al resto de grupos (p<0,05), pero en

ningún caso (grupo) alcanzó los valores similares al grupo Control. El número total de

células germinales por testículo fue significativamente menor en el grupo IR respecto a

los otros grupos (p<0,05), sin cambios significativos entre ellos (Gráfico 4).
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Gráfico 4. Número total de células germinales por testículo. a, b, a`, b`, a*, b*, c*, A, B indican diferencias

significativas entre los grupos de estudio (p<0,05). IR: Recrudescencia Inicial; AR: Recrudescencia

Avanzada; TR: Recrudescencia Total.

Respecto al número de espermatogonias proliferativas, fue significativamente menor

en el grupo de IR comparado con el resto de los grupos (p<0,05) (Gráfico 5).

Gráfico 5. Número total de espermatogonias en proliferación por testículo. a, b indican diferencias

significativas entre los grupos de estudio (p<0,05). IR: Recrudescencia Inicial; AR: Recrudescencia

Avanzada; TR: Recrudescencia Total.
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Por el contrario, no se hallaron diferencias significativas entre los grupos de estudio

respecto el número total tanto de espermatogonias como del número total espermátidas

redondas en apoptosis. El número total de espermatocitos en apoptosis fue

significativamente mayor en los grupos IR y AR respecto a los grupos TR y Control

(p<0,05). Finalmente, el número total de espermatogonias + espermatocitos, así como el

número total de células germinales apoptóticas (espermatogonias + espermatocitos +

espermátidas redondas) fue significativamente mayor en los grupos IR y AR respecto a

los grupos TR y Control (p<0,05) (Gráfico 6).

Gráfico 6. Número total de células germinales en apoptosis por testículo. a`,b`, A, B, α, β indican

diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05). IR: Recrudescencia Inicial; AR:

Recrudescencia Avanzada; TR; Recrudescencia Total.
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Estudio con MET

La apoptosis de los diferentes tipos de células germinales durante la recrudescencia

espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto, observada con microscopia de

campo claro mediante la técnica histoquímica TUNEL, fue confirmada con la

microscopia electrónica de transmisión. Así, durante la temprana recrudescencia (IR),

fueron observados tanto espermatocitos como espermátidas redondas en apoptosis en la

posición medial y próxima al lumen, respectivamente. Además, se observó la pérdida

completa de adhesión con las células vecinas, condensación de la cromatina y

degeneración del citoplasma como características típicas de la muerte celular

programada. Finalmente, se observó tanto espermatogonias en división (metafase y

anafase) así como anormalidades en el proceso de la espermiogénesis, especialmente al

inicio de la recrudescencia (IR).
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Objetivo 2: Evaluar, utilizando una extensa batería de lectinas, los cambios en el

patrón de los glucoconjugados del epitelio seminífero e intersticio testicular, así como

analizar la apoptosis de las células germinales utilizando la capacidad de las lectinas para

detectar “in situ” específicamente la apoptosis de las células germinales, durante la

recrudescencia espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto (Artículo 2).

Diseño experimental

Para la realización del siguiente experimento se tuvieron en cuenta los grupos de

recrudescencia espontánea tras un fotoperiodo corto establecidos anteriormente (Artículo

1). Las lectinas PNA, SBA, HPA, LTA, Con-A, UEA-I, WGA y DBA estaban conjugadas

con HRP mientras que las lectinas MAA, GNA, AAA y SNA estaban conjugada con

DIG. Los nombres comunes, especificidad de azúcares y concentraciones utilizadas de

las lectinas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Nombre taxonómico, acrónimo, concentración, especificidad y azúcares inhibitorios de las

lectinas utilizadas en el presente estudio. Abreviaciones: Fuc, fucosa; Gal, galactosa; GalNAc, N-acetil-

galactosamina; Glc, glucosa; GlcNAc, N-acetil-glucosamina; Man, manosa; Methyl-α-Man, metil alfa

manosa; Neu5Ac, Ácido Neuramínico.

La afinidad específica de las lectinas se comprobó realizando los siguientes controles:

(1) Preabsorción de las lectinas con sus correspondientes azúcares inhibitorios a una

concentración de 0,2M (excepto para aquellos que requerían una concentración diferente

especificado en la Tabla 1); y (2) substitución de la lectina conjugada por TBS para

determinar la presencia de actividad peroxidasa endógena.

Taxonomic name Acronym Concentration Specificity Inhibitory sugar

Galanthus nivalis GNA 10 μm/ml Man α1,3-Man- Methyl -α-Man

Canavalia ensiformis Con-A 15 μm/ml α-D-Man > α-D-Glc Methyl-α-Man

Glycine max SBA 12 μm/ml α-D-GalNAc > β-D-Gal NAc D-Gal NAc

Helix pomatia HPA 12 μm/ml α-D-GalNAc α1,3-Gal NAc D-Gal NAc

Triticum vulgaris WGA 6 μm/ml Gal β1,4-GlcNAc β1 > GlcNAc β1 > Neu5Ac D-Glc NAc (0,7 M)

Arachis hypogea PNA 12 μm/ml Gal β1,3-GalNAcα1 β-D-Gal (0,4 M)

Ulex europaeus UEA-I 25 μm/ml L- Fuc α1,2-Gal β1,4-GlcNAc β1- L-Fuc

Aleuria aurantia AAA 15 μm/ml L-Fuc α1-6- L-Fuc

Lotus tetragonolobus LTA 25 μm/ml α-L-Fuc L-Fuc

Maackia amurensis MAA 15 μm/ml Neu5Ac α2,3-Gal β1,4-GlcNAc β1 Neuraminic acid, lactose

Sambucus nigra SNA 15 μm/ml Neu5Ac α2,6-Gal/Gal NAc Neuraminic acid, lactose
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Para el estudio cualitativo del patrón de expresión de las lectinas, se utilizaron 4

secciones testiculares elegidas al azar de cada animal. De cada una de ellas, se escogieron

25 campos al azar donde se observaron las secciones tubulares totales o parciales. De este

modo, la intensidad de tinción fue evaluada por dos observadores independientes y

clasificada en cuatro categorías: +++, afinidad muy fuerte, ++, afinidad fuerte, +, afinidad

moderada y – ausencia de afinidad, tal y como se ha realizado en anteriores trabajos

cualitativos de histoquímica de lectinas (Calvo et al., 2000, Parillo et al., 2012). Las

imágenes fueron captadas con una cámara digital Olympus DP-25 conectada al

microscopio de luz Olympus BX-51.

Resultados

Cambios en el patrón de glucoconjugados durante la recrudescencia espontánea

En los animales control, aquellos sometidos a fotoperiodo largo, el patrón de afinidad

de las lectinas, tanto en el epitelio seminífero como en el intersticio testicular fue similar

al encontrado en estudios anteriores (Pastor et al., 2003).

En la recrudescencia, el Golgi de las espermátidas en fase Golgi, mostró un incremento

en su afinidad para la lectina LTA alcanzando en el grupo de TR una intensidad similar

a la encontrada en los animales control. El acrosoma de las espermátidas en fase “cap”

mostró un incremento en su afinidad para la lectina Con-A, observándose un marcaje

similar al del grupo Control en el grupo TR. En cuanto al acrosoma de las espermátidas

en fase de acrosoma, se observó un incremento en la afinidad tanto para la lectina PNA

como Con-A, alcanzando en el grupo de TR una intensidad similar a la del grupo Control

(Tabla 2).

Respecto a los espermatocitos, mostraron una disminución en la afinidad tanto para la

lectina PNA como AAA durante el proceso de recrudescencia espontánea, mientras que

para las lectinas LTA y GNA, se observó un aumento de la afinidad a lo largo del proceso,

siendo la positividad similar en TR al patrón observado en los animales Control (Tabla

2).

Las espermatogonias, en su mayoría las de tipo B, mostraron un incremento en la

afinidad para la lectina Con-A mientras que la afinidad para la lectina WGA disminuyó

ligeramente a lo largo del proceso de recrudescencia. Finalmente, se observó una
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disminución de la positividad para la lectina AAA mostrando las espermatogonias un

patrón similar en TR al del grupo Control (Tabla 2).

Las células de Sertoli mostraron una disminución de la positividad a GNA durante la

recrudescencia. En cuanto a las células de Leydig, se observó un aumento en la intensidad

para la lectina Con-A, mientras que la intensidad para GNA fue muy fuerte en el grupo

IR disminuyendo en el grupo TR, en el cual se detectó un marcaje similar al grupo

Control. Finalmente, no se observaron cambios en el patrón de glucoconjugados de la

lámina propia durante el proceso de recrudescencia espontánea comparada con el grupo

Control.

Tabla 2: Resumen de los resultados observados para el cambio en el patrón de glucoconjugados a lo

largo del proceso de la recrudescencia espontánea. +++: afinidad muy fuerte; ++: afinidad fuerte; +:

afinidad moderada; +/++: afinidad moderada con algún caso fuerte; –: ausencia de afinidad. El resto de

lectinas mostraron patrones de afinidad similares a los controles durante la recrudescencia.

Cell Type Lectin IR AR TR Control Phase

Spermatids LTA - + ++ ++ Golgi

Con-A + +/++ ++ ++ Cap

PNA + ++ +++ +++ Acrosomal

Con-A + ++ +++ +++

Spermatocytes AAA ++ + - -

PNA ++ + - -

LTA + ++ +++ +++

GNA - + ++ ++

Spermatogonia Con-A + ++ +++ +++

WGA + + - -

AAA +++ ++ + +

Sertoli cells GNA +++ ++ + +

Leydig cells Con-A + ++ +++ +++

GNA +++ +++ ++ ++
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Uso de lectinas para detectar la apoptosis en el proceso de la recrudescencia

espontánea

Entre las lectinas utilizadas para caracterizar el patrón de glucoconjugados a través del

proceso de la recrudescencia, algunas de ellas como la PNA, GNA, AAA, LTA y Con-A

mostraron positividad por células que tenían una morfología característica de célula

apoptótica (cromatina condensada, fragmentación nuclear o separación del resto de

células vecinas).

El marcaje con la lectina PNA fue muy fuerte en el citoplasma de las espermátidas

redondas, observándose principalmente en el grupo de IR. Además, en este grupo, se

observaron secciones tubulares con gran cantidad de espermátidas redondas (debido a que

la mayoría de secciones en IR estaban en real o aparente parada de espermátida redonda)

muy positivas a PNA mientras otras secciones similares adyacentes mostraron un marcaje

inexistente o débil para esta lectina. En otros estados más avanzados de la recrudescencia

(AR, TR), esta positividad se observó de forma aislada y similar a los controles.

La lectina GNA ocasionalmente presentó una positividad fuerte en el citoplasma de

las espermátidas redondas que presentaban características de células apoptóticas, respecto

a otras células que presentaban una morfología normal durante la fase inicial de la

recrudescencia (IR), pero casi no se observó en el grupo TR. Los espermatocitos

mostraron una fuerte afinidad por la lectina GNA cuando estos presentaban características

morfológicas en avanzado estado de apoptosis, hecho que fue observado rara vez en los

grupos de AR y TR.

Con la lectina AAA, se marcó el citoplasma de las espermátidas redondas tanto en

fases iniciales como tardías de la apoptosis, especialmente en el grupo de IR. En los

espermatocitos, se observó un incremento en la positividad del citoplasma para lectina

AAA desde las fases iniciales de la apoptosis a otras más avanzadas del proceso, pero no

en las fases tardías de la muerte celular programada. Esta positividad se observó

ocasionalmente en los grupos de AR y TR en comparación con el inicio de la

recrudescencia (IR).

Para la lectina Con-A, las espermátidas redondas alteradas mostraron más positividad

en su citoplasma que las otras células normales, observándose esta afinidad en las

primeras etapas de la apoptosis y en el grupo de IR principalmente. Por otro lado, los



42

espermatocitos con típicas características apoptóticas mostraron fuerte marcaje por esta

lectina en su citoplasma, aunque en estados más avanzados de apoptosis, esta afinidad se

observó también a nivel nuclear. Este hecho fue observado esporádicamente en los tres

grupos de recrudescencia. Finalmente, la lectina LTA mostró una fuerte positividad en

los espermatocitos que se encontraban tanto en las etapas iniciales y tardías de la

apoptosis, aunque la frecuencia de este hecho disminuyó a lo largo de la recrudescencia

hasta ser prácticamente inexistente en el grupo TR.
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Objetivo 3: Identificar cualitativamente las células de Sertoli en proliferación

mediante el uso de microscopía confocal. Para ello, poner a punto en nuestro laboratorio

una doble tinción inmunohistoquímica para la detección de filamentos de vimentina y

PCNA (Capítulo de libro). Posteriormente determinar, por un lado, los cambios en la

actividad proliferativa y apoptótica de la célula de Sertoli durante la regresión y

recrudescencia espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto, comparando esos

datos con animales mantenidos en fotoperiodo largo (Control). Por otro lado, determinar

el número total de células de Sertoli por testículo, como también las que están en

proliferación o en apoptosis, durante los procesos de regresión y recrudescencia

espontánea tras exposición a fotoperiodo corto como en animales mantenidos en

fotoperiodo largo (Control) (Artículo 3).

Diseño experimental

Detección de células de Sertoli en apoptosis (TUNEL +/Vimentina+)

Se utilizaron las mismas secciones empleadas en la evaluación de la apoptosis del

epitelio seminífero (Articulo 1, estudio semicuantitativo de la técnica histoquímica

TUNEL), las cuales previamente habían sido digitalizadas con el escáner de secciones de

microscopía SCN400F (Leica Biosystems). Las imágenes obtenidas fueron almacenadas

en un servidor local utilizando el software Slide Digital Hub (Leica Biosystems). De este

modo, si en el posterior muestreo aleatorio realizado en estas secciones digitalizadas se

observaba una célula TUNEL + con morfología de célula de Sertoli se podía confirmar

este hecho con una segunda tinción. La concreta sección se reincubó con el anticuerpo

para la detección de filamentos intermedios de vimentina, como previamente se ha

descrito (Material y Métodos), verificando si la supuesta célula en apoptosis era una

célula de Sertoli. Para ello, se localizaba el mismo campo tanto en la sección digitalizada

como en la sección inmunoteñida para vimentina y se capturaban las imágenes de ellos.

Para las de TUNEL con el software Slide Digital Hub y para las de vimentina con el

microscopio Olympus BX-51 y su cámara acoplada Olympus DP-25. Las imágenes se

superponían y se confirmaba si la célula TUNEL + era o no era la de Sertoli.
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Estudio semicuantitativo: indices de apoptosis y proliferación de la célula de

Sertoli.

Para determinar la actividad apoptótica de las células de Sertoli en los diferentes

grupos de recrudescencia testicular, se realizó un estudio semicuantitativo para obtener

un índice de células de Sertoli TUNEL+ (AScI). Para ello, se utilizó 4 secciones de

TUNEL escaneadas y se cogieron 20 campos al azar en cada una de ellas. En cada campo,

se contabilizaron tanto las células de Sertoli TUNEL+ como TUNEL- y se calculó el

índice como: células de Sertoli TUNEL+ / número total de células de Sertoli x 100.

Después, con las secciones teñidas con vimentina, se confirmó si todas las células

TUNEL+ con morfología similar a células de Sertoli realmente eran o no células de

Sertoli en proceso de apoptosis. Para los grupos de regresión se tenía ya calculado el AScI

por un anterior estudio (Seco-Rovira, et al. 2014)

En cuanto a la actividad proliferativa de la célula de Sertoli fue calculado como un

índice de proliferación (PScI): número de células de Sertoli PCNA+/Vimentina+ /

número total de células de Sertoli x100. Para este cálculo, se utilizaron 3 secciones por

animal escogidas al azar, contando en cada sección al menos 1000 células de Sertoli de

campos obtenidos al azar y con el objetivo de 20x. Finalmente, con los datos obtenidos

previamente de apoptosis y proliferación, se calculó la ratio entre ambos fenómenos

(AScI / PScI) para todos los grupos de estudio.

Estudio cuantitativo: número total de células de Sertoli, número total de

células de Sertoli proliferativas, apoptóticas y ratio de células germinales por célula

de Sertoli.

Una vez identificada la célula de Sertoli en el epitelio seminífero con la

inmunohistoquímica de filamentos intermedios de vimentina en el estudio

semicuantitativo, estas secciones se utilizaron para calcular la fracción de volumen

nuclear de células de Sertoli (NVSc) mediante un método de recuento por puntos

(Meachem et al., 1996, Guan et al., 2014). Para ello, se utilizó el objetivo de 40x, trazando

una matriz de 35 puntos donde cada punto tenía asociado un área de referencia de 100

μm2 y contado los puntos de la matriz que tocaban el núcleo de una célula de Sertoli. De

este modo, se obtuvo la fracción NVSc, definida como la ratio entre el número de puntos
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de la matriz que tocaban el núcleo de una célula de Sertoli divido entre el número total de

puntos de la matriz (35 puntos). La fracción NVSc obtenida se multiplicó por el volumen

testicular, calculado anteriormente en otros trabajos de los mismos animales utilizados en

este estudio (Seco-Rovira et al., 2015, Artículo 1), obteniendo de este modo el volumen

nuclear total de células de Sertoli por testículo (TNVSc) (cm3).

Por otro lado, se calculó el volumen nuclear promedio de una célula de Sertoli

(aNVSc) (cm3/Sc) para cada grupo establecido, asumiendo que el núcleo de una célula

de Sertoli es una esfera prolada y cuyo volumen está determinado por;
2

3
4 abVolumen p=

donde  a= es el radio más largo y b= es el radio más corto, utilizando

el microscopio de luz Olympus BX-51 y el software Cell D Olympus y midiendo hasta

que el error de cada radio fuera menor al 10% (McCoard et al., 2001, Guan et al., 2014).

Los datos obtenidos respecto al aNVSc fueron corregidos por el factor de retracción del

fijador methacarn (1,2) determinado en anteriores trabajos (Morales et al., 2004) y por el

factor de corrección de Abercrombie (4/ π) (Abercrombie, 1946). Con los datos

anteriormente obtenidos, se calculó el número total de células de Sertoli por testículo

(TnSc) para cada grupo de estudio: aNVSc
TNVScTnSc =

.

Con los datos obtenidos previamente en el estudio semicuantitativo y los

previamente obtenidos para el grupo de regresión (Seco-Rovira et al. 2014) se pudo

calcular el número total de células Sertoli apoptóticas y proliferativas. Así, el número

total de células de Sertoli apoptóticas fue calculado multiplicando el AScI por el número

total de células de Sertoli (TnSc) y dividido por 100. Del mismo modo fue calculado el

número total de células de Sertoli con capacidad de proliferación, multiplicando el PScI

por TnSc y dividido por 100. Finalmente, con los datos obtenidos en un anterior trabajo

para los grupos de regresión (Seco-Rovira et al, 2015) y los obtenidos del estudio

cuantitativo (Artículo 1) en relación al número total de espermatogonias, espermatocitos

y espermátidas redondas, se pudo calcular las siguientes ratios: número total de

espermatogonia / número total de células de Sertoli, número total de espermatocitos /

número total de células de Sertoli y el número total de espermátidas redondas / número

total de células de Sertoli.
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Resultados

Estudio cualitativo

La técnica histoquímica TUNEL seguida de la inmunohitoquímica para detección

de filamentos de vimentina permitió identificar la presencia de células de Sertoli en

apoptosis en todos los grupos de estudio, principalmente localizadas en la zona basal del

epitelio en todo tipo de secciones tubulares (secciones tubulares en aparente parada de

espermatocitos o de espermátidas, secciones tubulares hipoespermatogénicas o secciones

tubulares normales). Así mismo, con la doble inmunohistoquímica para PCNA y

filamentos de vimentina, mediante microscopía confocal, se pudo observar algunas

células de Sertoli con capacidad de proliferación (PCNA+/Vimentina+) de forma

dispersa en todos los tipos de secciones tubulares sin que se pudieran asociar su frecuencia

con ningún tipo concreto de sección tubular. Este hecho se observó en todos los grupos

de estudio.

Estudio semicuantitativo

Respecto a la actividad apoptótica de la célula de Sertoli se observó un incremento

significativo en el grupo MRg y SRg comparado con los otros grupos de estudio. No se

encontraron cambios significativos entre TRg, IR, AR, TR y el grupo Control (p < 0,05)

(Gráfico 7). En cuanto a la actividad proliferativa, fue significativamente mayor en SRg,

TRg, IR y AR respecto al grupo Control, sin cambios significativos entre MRg, TR y el

grupo Control (p < 0,05) (Gráfico 8). Finalmente, el estudio de la ratio apoptosis /

proliferación de la célula de Sertoli mostró un aumento significativo en MRg respecto a

otros grupos. En los grupos TRg, IR y AR se observó una disminución significativa con

respecto al grupo Control. No se hallaron cambios significativos entre SRg y el grupo

Control (p < 0,05) (Gráfico 9).
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Gráfico 7. Índice de apoptosis de la célula de Sertoli a lo largo del proceso de regresión,

recrudescencia espontánea tras la exposición a fotoperiodo corto y animales control (fotoperiodo largo). a,

b, c indican diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05). MReg: Regresión Media; SReg:

Regresión Fuerte; TReg: Regresión Total; IR: Recrudescencia Inicial; AR: Recrudescencia Avanzada; TR:

Recrudescencia Total. Los datos del índice de apoptosis para la célula de Sertoli en los grupos de regresión

(MReg, SReg, TReg) fueron tomados de un estudio previo (Seco-Rovira et al., 2014).

Gráfico 8. Índice de proliferación de la célula de Sertoli a lo largo del proceso de regresión,

recrudescencia espontánea tras la exposición a fotoperiodo corto y animales control (fotoperiodo largo). a,

b, c, d indican diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05). MReg: Regresión Media; SReg:

Regresión Fuerte; TReg: Regresión Total; IR: Recrudescencia Inicial; AR: Recrudescencia Avanzada; TR:

Recrudescencia Total.
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Gráfico 9. Ratio entre el índice de apoptosis (AScI) y proliferación (PScI) para la célula de Sertoli

a lo largo del proceso de regresión, recrudescencia espontánea tras la exposición a fotoperiodo corto y

animales control (fotoperiodo largo). a, b, c, d, e indican diferencias significativas entre los grupos de estudio

(p<0,05). MReg: Regresión Media; SReg: Regresión Fuerte; TReg: Regresión Total; IR: Recrudescencia

Inicial; AR: Recrudescencia Avanzada; TR: Recrudescencia Total.

Estudio cuantitativo

En cuanto al número total de células de Sertoli por testículo, se observó una

disminución significativa desde el grupo Control a MRg y desde MRg a SRg, mientras

en los otros grupos, se observó un incremento significativo de SRg a TRg, TRg a IR y

de IR a AR (p < 0,05) (Gráfico 10). El número total de células de Sertoli en apoptosis

por testículo disminuyó y aumentó gradualmente a lo largo de los procesos de regresión

y recrudescencia, respectivamente. Así, se observó un incremento significativo en el

número total de células de Sertoli apoptóticas en el grupo MRg comparado con el resto

de los grupos (p < 0,05), con excepción del grupo Control, mientras que, por otro lado,

había una disminución significativa en TRg, IR, y AR con respecto al grupo Control (p

< 0,05). No se observaron cambios significativos entre SRg, TR y el grupo Control

(Gráfico 11). En cuanto al número de células de Sertoli proliferativas, su número fue

significativamente mayor en el grupo IR comparado con el resto de grupo (p < 0,05).

También fueron significativamente más abundantes en el grupo AR respecto a los grupos

MRg, SRg, TRg y TR, pero no comparado con el grupo Control (p < 0,05). No se

encontraron diferencias significativas entre TRg, TR y el grupo Control (p < 0,05)

(Gráfico 12).
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Gráfico 10. Número total de células de Sertoli por testículo para cada grupo de estudio. a, b, c, d indican

diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05). MReg: Regresión Media; SReg: Regresión

Fuerte; TReg: Regresión Total; IR: Recrudescencia Inicial; AR: Recrudescencia Avanzada; TR:

Recrudescencia Total.

Gráfico 11. Número total de células de Sertoli en apoptosis por testículo para cada grupo de estudio.
a, b, c, d indican diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05). MReg: Regresión Media;

SReg: Regresión Fuerte; TReg: Regresión Total; IR: Recrudescencia Inicial; AR: Recrudescencia

Avanzada; TR: Recrudescencia Total.
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Gráfico 12. Número total de células de Sertoli con capacidad proliferativa por testículo para cada

grupo de estudio. a, b, c, d indican diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05). MReg:

Regresión Media; SReg: Regresión Fuerte; TReg; Regresión Total; IR: Recrudescencia Inicial; AR:

Recrudescencia Avanzada; TR: Recrudescencia Total.

En cuanto la ratio del número total de espermatogonias / número total de células de

Sertoli se observó una disminución significativa entre MRg a SRg y TRg (p < 0,05). No

se observaron diferencias significativas para el resto de los grupos (Gráfico 13). En

cuanto a la relación entre el número total de espermatocitos / número total de células de

Sertoli, se observó una disminución significativa ente MRg a SRg y de SRg a TRg

mientras que había un incremento significativo en IR, AR y TR comparado con el grupo

TRg (p < 0,05) (Gráfico 14). Finalmente, la ratio número total de espermátidas redondas

/ número total de células de Sertoli se observó una disminución significativa desde MRg,

a SRg y de SRg a TRg mientras que había un incremento significativo en IR, AR, TR y

grupo Control respecto al grupo TRg (p < 0,05) (Gráfico 15).
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Gráfico 13. Ratio entre el número total de espermatogonias y el número total de célula de Sertoli

para cada grupo de estudio. a, b, c indican diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05).

MReg: Regresión Media; SReg: Regresión Fuerte; TReg: Regresión Total, IR: Recrudescencia Inicial;

AR: Recrudescencia Avanzada; TR: Recrudescencia Total.

Gráfico 14. Ratio entre el número total de espermatocitos y el número total de célula de Sertoli

para cada grupo de estudio. a, b, c, d indican diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05).

MReg: Regresión Media; SReg: Regresión Fuerte; TReg: Regresión Total, IR: Recrudescencia Inicial;

AR: Recrudescencia Avanzada; TR: Recrudescencia Total.
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Gráfico 15. Ratio entre el número total de espermátidas y el número total de célula de Sertoli para

cada grupo de estudio. a, b, c, d, e indican diferencias significativas entre los grupos de estudio (p<0,05).

MReg: Regresión Media; SReg: Regresión Fuerte; TReg: Regresión Total, IR: Recrudescencia Inicial;

AR: Recrudescencia Avanzada; TR: Recrudescencia Total.
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1.- Durante la recrudescencia espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto en

el hámster sirio se produce una restauración de los tejidos y, en consecuencia, de la

estructura del testículo. A nivel histomorfométrico, ésta se manifiesta en dos fases; una

primera donde el túbulo seminífero aumenta en longitud y diámetro, acompañado con un

aumento del tejido intersticial o intertubular y, una segunda fase, donde principalmente

aumenta el diámetro del túbulo. El epitelio seminífero se recupera gradualmente y como

consecuencia se observa cómo va variando el porcentaje de los tipos de secciones

tubulares, con epitelios seminíferos incompletos al inicio de la recrudescencia hasta el

final de ella donde se alcanza la espermatogénesis completa. A nivel celular, en el epitelio

seminífero, en la primera mitad de la recrudescencia hay un descenso en la apoptosis de

células germinales y, a su vez, desde el inicio del proceso de la recrudescencia, hay un

aumento de la proliferación de espermatogonias, permitiendo de este modo su

diferenciación en el resto de las células germinales y como consecuencia, formación de

espermatozoides (Artículo 1).

2.- Determinadas lectinas que permitieron detectar histoquímicamente la apoptosis de

las células germinales durante la recrudescencia, estas lectinas fueron las mismas que lo
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hicieron en la regresión, lo cual confirma la utilidad de ellas como herramienta para la

detección de células germinales bajo el fenómeno de apoptosis. Además, se observaron

cambios en el patrón de glucoconjugados en el epitelio seminífero y el tejido intersticial

durante la recrudescencia espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto. Estos son

probablemente debidos a la restauración de los niveles hormonales y al restablecimiento

de la espermatogénesis normal que ocurre durante la recrudescencia (Artículo 2).

3.- Se ha determinado cualitativa y cuantitativamente tanto actividad proliferativa

como apoptótica en la célula de Sertoli durante todo el proceso de regresión y

recrudescencia testicular como en animales mantenidos en fotoperiodo largo. Así, la

apoptosis de la célula de Sertoli aumenta al inicio de la regresión y disminuye hasta

niveles similares al control en fotoperiodo largo al final de ella, no variando después

durante todo el proceso de recrudescencia. En cuanto a la proliferación aumenta a mitad

de la regresión y alcanza su máximo durante el inicio de la recrudescencia, disminuyendo

progresivamente. Todos estos cambios en la actividad apoptótica y proliferativa tienen su

reflejo en variaciones de la población de células de Sertoli, que disminuye o aumenta

durante la regresión y la recrudescencia, respectivamente. Junto a estos resultados

novedosos, también hemos podido constatar que en animales control mantenidos en

fotoperiodo largo (animales con competencia reproductora), la célula de Sertoli tiene una

tasa habitual de recambio y, por tanto, que no todas las células de Sertoli son quiescentes

y terminalmente diferenciadas en estado adulto, al menos en el hámster sirio (Capítulo

de libro, Artículo 3).
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Numerosos mamíferos presentan una reproducción de carácter estacional que hace

que las crías nazcan en el mejor momento para su supervivencia. Los machos padecen

una infertilidad temporal adquirida tras un proceso de regresión testicular del cual tienen

que recuperarse, en un proceso conocido como recrudescencia, en el que los testículos

vuelven a producir espermatozoides competentes para la reproducción. El objetivo de esta

tesis doctoral ha sido estudiar el túbulo seminífero del hámster sirio durante la

recrudescencia espontánea tras la exposición a un fotoperiodo corto. Para ello, se han

determinado sus cambios histomorfométricos así como las actividades de proliferación y

apoptosis en las células germinales y en la célula de Sertoli durante este proceso.

Se utilizaron 53 hámsteres sirios machos mantenidos en fotoperiodo de 14:10h

luz-oscuridad. De ellos, 5 se utilizaron como grupo de Control mantenidos en el mismo

fotoperiodo (14:10h luz-oscuridad). Los otros 48 animales se sometieron a un fotoperiodo

de 8:16h de luz-oscuridad. Se establecieron los siguientes grupos de estudio: regresión

media (MReg), regresión fuerte (SReg), regresión total (TReg), recrudescencia inicial

(IR), recrudescencia avanzada (AR) y recrudescencia total (TR). Las siguientes técnicas

histológicas fueron utilizadas: hematoxilina-eosina, inmunohistoquímica de vimentina y

PCNA, histoquímica de lectinas y TUNEL, y, para fluorescencia: doble

inmunofluorescencia de vimentina y PCNA. Se realizó también un estudio morfométrico.
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Durante la recrudescencia hay una recuperación gradual del volumen testicular,

tubular y del epitelio seminífero. El volumen intersticial, la longitud y el diámetro tubular

aumentaron principalmente en la primera mitad del proceso. La actividad proliferativa de

las espermatogonias fue siempre mayor que la del grupo Control y la actividad apoptótica

disminuyó en la primera mitad de la recrudescencia. Las lectinas mostraron cambios en

el patrón de glucoconjugados al inicio del proceso, aunque gradualmente se fue

recuperando un patrón similar al del grupo Control. Por otro lado, los espermatocitos y

espermátidas en apoptosis mostraron gran afinidad por las lectinas PNA, GNA, AAA y

Con-A, además, para los espermatocitos en apoptosis, también la lectina LTA. En todos

los grupos se observó células de Sertoli vimentina+/TUNEL + y células

vimentina+/PCNA+. El índice de apoptosis para la célula de Sertoli fue mayor en MRg

y SRg que en el resto de los grupos mientras que su índice de proliferación fue mayor en

TRg e IR respecto al resto de grupos. El número total de células de Sertoli aumentó entre

TRg, IR y AR, donde alcanzó valores del grupo Control.

En conclusión, la recrudescencia espontánea del testículo de hámster sirio

comprende dos fases histomorfométricas. La primera con incremento del diámetro y

longitud tubular, con aumento del volumen intersticial y, una segunda, con incremento

gradual de diámetro tubular. La recuperación del epitelio seminífero se debe al aumento

de proliferación en las espermatogonias en la recrudescencia a la par que la apoptosis de

las células germinales disminuye a valores del control a la mitad del proceso. La

histoquímica de lectinas confirmó su utilidad para detectar células germinales en

apoptosis. Finalmente, el aumento de proliferación y diminución de apoptosis de la célula

de Sertoli permitió restablecer su número después de la pérdida ocurrida durante la

regresión, hecho fundamental para la recuperación de la fertilidad. La constatación de una

tasa de recambio (proliferación / apoptosis) en los animales mantenidos en fotoperiodo

largo indican que la célula de Sertoli no está terminalmente diferenciada en el hámster

sirio adulto.
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Many mammals have a seasonal reproduction that causes the offspring to be born

at the best time for their survival. Males suffer from a temporary infertility acquired after

a process of testicular regression, from which they recover through a process known as

recrudescence, in which the testes start to produce valid sperm for reproduction again.

The aim of this doctoral thesis was to study the seminiferous tubule of the Syrian hamster

during spontaneous recrudescence after exposure to short photoperiod. In order to do this,

their histomorphometric changes during this process have been determined, as well as

proliferation and apoptosis activities in germ cells and in the Sertoli cell.

53 male Syrian hamsters were used. They were kept in a 14:10 light-dark

photoperiod. Out of these, 5 were used as a Control group and kept in the same

photoperiod (14:10 light-dark). The other 48 animals were subjected to photoperiod of

8:16 h light-dark. The following study groups were established: mild regression (MReg),

strong regression (SReg), total regression (TReg), initial recrudescence (IR), advanced

recrudescence (AR) and total recrudescence (TR). The following histological techniques

were used: hematoxylin-eosin, immunohistochemistry of vimentin and PCNA,

histochemistry of lectins and TUNEL, and, for fluorescence: double immunofluorescence

of vimentin and PCNA. A morphometric study was also carried out.
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During recrudescence, there is a gradual recovery of the testicular, tubular, and

seminiferous epithelium volume. The interstitial volume, length and tubular diameter

increased mainly in the first half of the process. The proliferative activity of the

spermatogonia was always greater than that of the Control group and the apoptotic

activity decreased in the first half of the recrudescence. Lectins showed changes in the

pattern of glycoconjugates at the beginning of the process, but it was gradually recovering

a similar pattern to that of the control group. On the other hand, spermatocytes and

spermatids in apoptosis showed great affinity for the lectins PNA, GNA, AAA and Con-

A, in addition, for spermatocytes in apoptosis, also the LTA lectin. Sertoli vimentin + /

TUNEL + cells and vimentin + / PCNA + cells were observed in all groups. The apoptosis

index was higher in MRg and SRg than in the rest of the groups, while the proliferation

index was higher in TRg and IR compared to the rest of the groups. The total number of

Sertoli cells increased between TRg, IR and AR, where it reached Control values.

In conclusion, the spontaneous recrudescence of the Syrian hamster testis has two

histomorphometric phases. The first phase involves an increase in tubular diameter and

length and an increase in interstitial volume. And the second phase presents a gradual

increase in tubular diameter. The recovery of the seminiferous epithelium is due to the

increased proliferation in spermatogonia in recrudescence. Germ cell apoptosis decreases

to control values in the half of recrudescence process. Lectin histochemistry confirmed

their utility for detecting germ cells in apoptosis. Finally, the increase in proliferation and

decrease in apoptosis of the Sertoli cell allowed them to reestablish their number after the

loss that occurred during regression, which is essential for the recovery of fertility. The

finding of a turnover rate (proliferation / apoptosis) in animals kept in long photoperiod

indicates that the Sertoli cell is not terminally differentiated in the adult Syrian hamster.
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