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RESUMEN

El Octodon degus es un roedor que se encuentra en la zona norte y central de Chile, es
utilizado en laboratorio como un animal experimental, pues desarrolla espontaneamente
condiciones fisiopatologicas analogas a las sufridas por el ser humano. Este animal es un buen
modelo bioldgico para el estudio de la espermatogénesis, ya que posee caracteristicas similares a
la reproduccion masculina en el ser humano.

En este estudio se analizo la actividad espermatogénica en base a la morfologia
testicular en tres grupos de Octodon degus de distintos rangos de edad. Se utilizaron muestras
fijadas en Bouin acuoso e incluidas en parafina, de testiculos de animales jovenes (4-5 meses),
adultos-jovenes (6 meses) y de edad avanzada (2-6 afios), que fueron procesadas con técnica
histolégica de rutina (tincién tricromica de Arteta) e histoquimicas (PAS-Hematoxilina). Los
resultados obtenidos luego del analisis de la morfometria tubular y de la linea germinal son
significativamente distintos entre animales jovenes, adultos jovenes y de edad avanzada, y estan
relacionados directamente con la actividad espermatogénica. La poblacion celular presente en
tibulos en el estado VI disminuye significativamente en los animales de edad avanzada, lo cual se
observa también en la proporcién entre espermétidas redondas y espermatocitos en paquiteno,
indicando un menor rendimiento de la meiosis. Existen “peaks” en la frecuencia de aparicion de
cortes transversales de tibulos seminiferos con figuras mitéticas de espermatogonias, los cuales se
asocian a un determinado estado de ciclo (11, IV, V, VIII, X y XIII) dentro de las trece asociaciones
celulares descritas para este roedor; esto permitiria estimar los estados de ciclo en donde se produce
la proliferacion de espermatogonias.

Los resultados indican que las alteraciones en la morfologia y celularidad de los tabulos
seminiferos se asocian al proceso natural del envejecimiento, y los “peaks™ en la frecuencia de
tbulos con figuras mitéticas de espermatogonias permiten estimar los estados del ciclo del epitelio

seminifero donde ocurre la proliferacion espermatogonial.

Palabras clave: testiculo, espermatogenesis, actividad espermatogénica, tubulos seminiferos, linea

germinal, espermatogonias, figuras mitdticas, frecuencia, envejecimiento, morfologia.



ABSTRACT

The Octodon degus is a rodent found in northern and central Chile, and it is used in the
laboratory as an experimental animal, because it spontaneously develops pathophysiological
conditions, in many cases analogous to those suffered by humans. This animal is a good biological
model for the study of male reproduction, specifically the process of spermatogenesis, since it has
reproductive characteristics similar to the human being.

In this study, was analyzed spermatogenic activity based on testicular morphology in
three groups of Octodon degus of different age ranges. Samples were fixed in aqueous Bouin and
paraffin-embedded from testicles of young (4-5 months), young adults (6 months) and older
animals (2-6 years), and further processed by routine histological (Arteta trichrome stain) and
histochemical techniques (PAS-Hematoxylin). The results obtained after analysis of tubular
morphometry and germ line are significantly different among young, young adults and older
animals, and are directly related to spermatogenic activity. The cell population present in tubules
in the stage VI decreases significantly in the elderly animals, which is also observed in the
proportion between round spermatids and pachytene spermatocytes, indicating a lower efficiency
of meiosis. There are "peaks" in the frequency of occurrence of cross sections of seminiferous
tubules with mitotic figures of spermatogonia, which are associated with a particular stage (11, 1V,
V, VIII, X and XII1) from the thirteen cell associations described for this rodent that define them.
This allows an estimation of the stages of the cycle where spermatogonial proliferation occurs.

From these results, it is concluded that the alterations in the morphology and cellularity
of the seminiferous tubules are associated with the natural aging process. On the other hand,
"peaks" in the frequency of occurrence of tubules with spermatogonia in mitosis, are interpreted as
an estimate of the stages of the cycle of seminiferous epithelium where spermatogonial

proliferation occurs.

Key words: testis, spermatogenesis, spermatogenic activity, seminiferous tubules, germinal line,

spermatogonia, mitotic figures, frequency, aging, morphology.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1.- GONADA MASCULINA

Los testiculos se encuentran rodeados por una envoltura fibrosa llamada tunica
albuginea, en su cara interna esta la tunica vasculosa que contiene numerosos vasos. Desde la
superficie posterior de la tlnica albuginea se forma el mediastino testicular, por donde penetran
vasos sanguineos, salen los conductos eferentes e irradian tabiques de tejido conectivo que dividen
el parénquima testicular en compartimientos piramidales llamados lobulillos testiculares, que

contienen a los tabulos seminiferos. Figura 1.1 [1].

Los tubulos seminiferos son estructuras cilindricas, rodeadas por un compartimiento
intersticial formado por tejido conectivo laxo muy vascularizado en el que se encuentran vasos
sanguineos Y linfaticos, ademas de fibroblastos, mastocitos, macrofagos y células de Leydig que
representan el componente endocrino (Figura 1.1). Cada tabulo seminifero estd rodeado por una
tlnica o ldmina propia, también llamada tejido peritubular, es un tejido conjuntivo que carece de
fibroblastos [2]. En el humano estd compuesta por tres a cinco capas de células mioides (células
peritubulares contractiles) y fibrillas colagenas ubicadas por fuera de la ldmina basal del epitelio
seminifero. En los roedores la tlnica propia consiste en una sola capa de células mioides
pavimentosas que adoptan una disposicion epiteloide [3]. Los tdbulos estan revestidos por el
epitelio seminifero, el cual es un epitelio estratificado de células espermatogénicas (células
germinales) y células de Sertoli (células somaticas) (Figura 1.1). Las células espermatogénicas se
multiplican por mitosis, experimentan meiosis reduciendo su nimero cromosoémico y se
diferencian en espermatozoides maduros, se organizan en capas de células germinales entre células
de Sertoli contiguas. Las células espermatogénicas mas inmaduras, llamadas espermatogonias,
estdn apoyadas sobre la lamina basal. En la porcién intermedia del epitelio seminifero se
encuentran los espermatocitos y las espermatidas redondas, mientras que las células mas maduras,
las espermatidas diferenciadas, estan adheridas a la porcion apical de la célula de Sertoli en
contacto con la luz del tubulo. Las células de Sertoli le imparten una organizacion estructural a los

tubulos porgue se extienden a través de todo el espesor del epitelio seminifero, constituyendo el
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epitelio Sertoliano que ocupa cerca del 30% del volumen del epitelio y sustenta las células

germinales (espermatogonias, espermatocitos y espermatidas) [3].

b) Tibulos seminiferos

Célula de Sertoli
Membrana basal

a) Testiculo Elongadas
Espemmatidas

Redondas
c) Epitelio seminifero

Paquiteno
Espermatocitos
Pre-
Leptoteno \
Espermatogonia Nucleo C. Sertoli

FIGURA 1.1 Esquema de la espermatogénesis en mamiferos.
(a) corte sagital de un testiculo; (b) corte transversal de tubulos seminiferos; (c)
celularidad presente en el epitelio seminifero. Modificado de Redgrove y McLaughlin
(2014) [4].
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1.2.- ESPERMATOGENESIS

La secuencia de eventos citoldgicos que resultan en la formacion de espermatozoides
maduros a partir de células precursoras se conoce como la espermatogénesis [5]. Este proceso tiene
lugar en las glandulas sexuales masculinas, los testiculos, donde ocurre la produccion de los
gametos masculinos o espermatozoides. Es un proceso continuo donde células diploides
indiferenciadas llamadas espermatogonias dan origen a células haploides altamente diferenciadas
(espermatozoides). El objetivo de la espermatogénesis es producir gametos masculinos

genéticamente Unicos que puedan fertilizar un 6vulo y generar descendencia [6].

La espermatogénesis es un proceso continuo desde la vida embrionaria hasta la adultez,
se completa en los tabulos seminiferos de los testiculos, con produccién continua de
espermatozoides, desde la pubertad hasta que el individuo muere en la vejez. De acuerdo con esto,
la espermatogénesis en el hombre como en los demas mamiferos, se puede dividir en tres fases
(prenatal, postnatal y adulta), en todas ellas hay proliferacion y degeneracion de células germinales.
Este proceso involucra tres periodos o fases: a) de proliferacion o mitosis de las espermatogonias,
b) de maduracién meidtica de los espermatocitos, y c) de citodiferenciacion de las espermaétidas o

espermiohistogénesis. [7].

1.3.- FASES DE LA ESPERMATOGENESIS

1.3.1.- Fase de proliferacion espermatogonial

Esta fase compromete la mitosis de espermatogonias, las cuales son células
indiferenciadas que se ubican proximas a la membrana basal del tibulo seminifero (compartimiento
basal) y se comportan como una poblacion celular en expansion. Existen dos modelos que explican

la renovacion espermatogonial.

El primer modelo fue propuesto por Clermont y Bustos-Obregon [8] y se denomina
"modelo de células madre de reserva" o "teoria Ao/A1-As " donde se identificaron cinco tipos

diferentes de espermatogonias, Ao y A1, A2, Az y As. Esta teoria define a Ao como una reserva de
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células madre que no se dividen a menos que el epitelio sea dafiado por agentes tales como la
irradiacion, o para formar espermatogonias Az, cuando la espermatogénesis necesita mas células.
Las células Ai1-As son células en renovacion espermatogonial que se dividen por mitosis. Las
espermatogonias A; se dividen hasta convertirse en A4, las espermatogonias A4 normalmente dan
lugar a espermatogonias A1, que ingresarian al ciclo de renovacion espermatogonial, asi como
también dan lugar a espermatogonias In, que darian lugar a espermatogonias tipo B que seguirian

el proceso cronologico de la espermatogénesis.

El segundo modelo propuesto originalmente por Huckins (1971) [9] y Oakberg (1971)
[10] se denomina modelo de la espermatogonia A troncal o célula madre As, quienes luego del
estudio de tubulos seminiferos completos (montados “in toto”)! de rata, identificaron tres
compartimientos de espermatogonias: 1.- Compartimiento de células madres (espermatogonias
solitarias Asingle 0 As), 2.- Compartimiento de proliferacion (espermatogonias pareadas Apaired 0 Apr
y alineadas Aaiigned 0 Aal) Yy 3.- Compartimiento de diferenciacion, que corresponde a las células
que se diferencian (A1-As, In, B). Las células As se dividen para renovarse o bien para convertirse
en células Apr. Las celulas Apr se dividen para formar células Aa que alcanzan tamafos clonales de
4, 8, 0 16 células. EI compartimiento de proliferacion, al acercarse a su tamafio final, cesa la
division mitdtica, y las células Aa se diferencian de forma sincronica en espermatogonias Az, que
entonces se dividen y maduran sincronicamente en los tipos de espermatogonias mas diferenciados
(A2, As, As, In, B). Las espermatogonias tipo B posteriormente experimentan la dltima division
mitética y se diferencian para formar los espermatocitos en preleptoteno. Este modelo ha sido

apoyado generalmente por estudios en ratones [10, 11].

La mayor diferencia histdrica en estas teorias es que en la teoria de la espermatogonia
A célula madre, las células As, Apr Y Aal son una poblacion diferente de células separada de la
poblacion de células Ai-As. En la teoria Ao/Ays, las células As y Apr Se consideran células madre de

reserva, mientras que las células Aa son consideradas células Ai-As, y no serian diferentes [12].

! La técnica de montaje “in toto” de tlbulos seminiferos consiste en el aislamiento de segmentos de estos tdbulos del
tejido testicular, que luego se tifien con hematoxilina y se cubren con un portaobjetos para ser analizados bajo un
microscopio optico [13].
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1.3.2.- Fase de maduracion meiética de espermatocitos

En esta fase ocurre el paso de espermatocitos primarios a espermatidas, mediada por el
proceso de divisidn meidtica, que consiste en dos divisiones sucesivas (meiosis | reduccional y
meiosis I “equivalente”) para producir cuatro espermatidas haploides a partir de un espermatocito
primario diploide [6]. El proceso se inicia cuando las espermatogonias tipo B experimentan la
ultima division espermatogonial, pierden contacto con la membrana basal y forman espermatocitos
primarios en preleptoteno o en reposo aparente, que sufren la ultima fase de sintesis del ciclo

celular, replicando el ADN [7].

1.3.3.- Fase de citodiferenciacidn o espermiohistogénesis

Este es el proceso de diferenciacion de espermatidas en espermatozoides con cromatina
totalmente compactada. Esta diferenciacion se relaciona con la evolucion del material nuclear
(forma nuclear y organizacion de la cromatina), de los centriolos y del aparato flagelar, y con el

desarrollo del acrosoma. Se reconocen las siguientes fases de este proceso [2]:

- Fase de Golgi: Los granulos proacrosémicos (PAS +) son visibles en la zona de Golgi,
estos se unen hasta formar un granulo mayor, rodeado de una gran vesicula que se adhiere a la
membrana nuclear en el polo anterior del nicleo del espermatozoide, mientras que los centriolos

migran al polo posterior y a partir del distal se origina el flagelo.

- Fase de Capuchén: La vesicula acrosémica se aplasta y expande en la superficie
nuclear. El flagelo se ha alargado y adquiere la estructura tipica con dos tubulos centrales y nueve
pares periféricos.

- Fase Acrosomica: Se observan transformaciones del acrosoma, nucleo y flagelo. El
nucleo se hace excéntrico, se alarga, deforma y la cromatina se condensa. El acrosoma se adapta a
la forma del nucleo. El citoplasma con sus organelos residuales se desplaza caudalmente a lo largo
del flagelo, en el citoplasma se hace visible un cuerpo cromatoide que se aproxima al centriolo

distal y forma un anillo en torno al flagelo.
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- Fase de Maduracion: En esta fase se completa la transformacion a espermatozoide.
La cromatina se condensa hasta tener un aspecto paracristalino, el acrosoma adquiere su forma
habitual y se condensa. Nueve fibras gruesas periféricas rodean la estructura axial del flagelo casi
hasta su extremo caudal. Se diferencia el cuello entre la cabeza y el flagelo del espermatozoide. El
flagelo es recorrido por 9 fibras proteicas y en el segmento principal se rodea de una vaina fibrosa,
ambas estructuras proteicas no existen en el segmento terminal. En la adquisicion de su arquitectura
hidrodinamica, el exceso de citoplasma es eliminado en el lumen del tabulo seminifero (cuerpo

residual de Regaud) o es fagocitado por las células de Sertoli [2].

1.4.- CINETICA DE LA ESPERMATOGENESIS

En mamiferos la espermatogénesis es ciclica, en cualquier area del tubulo seminifero
una nueva generacion de celulas germinales comienza a diferenciarse antes de que la generacion
pasada haya terminado su desarrollo. Estas generaciones celulares evolucionan sincronicamente y
se agrupan en asociaciones celulares, que constituyen las fases (estados) del ciclo del epitelio
seminifero y que equivalen a subdivisiones que varian segun la especie [14, 15, 16] y tienen una
composicion de generaciones de células germinales constante. De esta forma una asociacién celular
es una agrupacion definida de tipos de células germinales en determinadas fases de desarrollo en
los thbulos seccionados transversalmente [7]. La sincronia en el desarrollo de las células germinales
de cada generacion celular se debe a la persistencia de uniones intercelulares luego de que en estas
células la citocinesis ocurre de forma incompleta [17]. Entonces, la serie completa y ordenada de
los cambios morfoldgicos que sufren las células de estas asociaciones (etapas), producto de la

secuencia logica de progresion del desarrollo sincrdnico, se denomina ciclo del epitelio seminifero

[7].

1.4.1.- Ciclo del epitelio seminifero

El ciclo del epitelio seminifero es una serie completa y ordenada de cambios en las
asociaciones celulares (estados) que se produce en un determinado segmento de epitelio seminifero

en el tiempo [7]. También se define como la serie de cambios en un area determinada del epitelio
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seminifero entre dos apariciones del mismo estado, asociacion o etapa del ciclo [14, 15]. Los
cambios en las primeras etapas de la diferenciacion de las espermatidas durante la
espermiohistogénesis, son comunmente utilizados para clasificar los estados del ciclo. Leblond y
Clermont [15] utilizaron el sistema de identificacion de la evolucion del acrosoma de las
espermatidas tefiido por el método del acido peryddico-Schiff (PAS) como marcador del estado de

ciclo para identificar 14 estados en rata 'y 6 en el hombre.

Debido a que la espermatogénesis es un proceso continuo de cambios, la subdivision
es artificial, y el nimero de etapas depende de los criterios utilizados. Para cada especie el ciclo

tiene un patrén, duracion y nimero de estados caracteristico.

Cada estado ocupa un determinado segmento tubular, una porcién de un tubulo
seminifero en su eje longitudinal estad ocupado por una sola asociacion celular [7]. En roedores, es
posible identificar solamente un estado por seccion transversal de un tabulo seminifero. Dentro de
cualquier seccion transversal, hay cuatro o cinco generaciones de células germinales que se

desarrollan sincrénicamente [6].

En el raton, un ciclo de la espermatogénesis se compone de 12 asociaciones celulares
o estadios, que transcurren en 8,6 dias. La espermatogénesis esta cualitativamente completa cuando
son depositados en el lumen tubular los espermatozoides generados a partir de una espermatogonia

con una duracion de 34,4 dias, correspondiendo a cuatro ciclos [10].

1.4.2.- Onda del epitelio germinal

La onda del epitelio germinal representa la evolucion topografica de la
espermatogénesis a lo largo del tdbulo seminifero [2]. Las asociaciones de células se desarrollan y
se mantienen en una region de un tabulo (segmento), los segmentos estan clasificados dentro del
tubulo seminifero, de acuerdo al estado de ciclo que esta presente en dicho segmento, de esta forma
la sucesion de todos los segmentos representa la onda del epitelio. Una onda del epitelio seminifero
es una serie completa de segmentos, que se producen a lo largo de los tabulos seminiferos. En ratas

la onda media ocupa 2,6 cm de la longitud del tubulo seminifero [7].
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1.4.3.- Duracién del ciclo del epitelio seminifero

El ciclo del epitelio seminifero representa una evolucion cronoldgica y sincronica de
las diferentes generaciones de células germinales. EI método utilizado para determinar la duracion
del ciclo es marcar la fase S del ciclo celular con timidina tritiada?, y observar radioautografias® en
distintos periodos después de realizar la marcacion [7]. La duracién del ciclo no es constante de
una especie a otra, o incluso entre animales de diferentes cepas de la misma especie, para Octodon
degus la duracién de un ciclo del epitelio seminifero es de 9,79 +/- 0,18 dias segun el método de
radioautografia, y la duracion del proceso completo de espermatogénesis equivale
aproximadamente a 4,5 ciclos [18].

1.5.- REGULACION DE LA ESPERMATOGENESIS

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es sintetizada en el hipotalamo y se
libera en forma pulsatil hacia el sistema portal hipotalamico-hipofisiario, en la adenohipofisis
produce la secrecion y biosintesis de la hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH) [18]. Estas hormonas acttan directamente en el testiculo, la LH estimula la sintesis de
testosterona en las células de Leydig, mientras que la FSH regula la espermatogeénesis a través de

las células de Sertoli [19].

La testosterona actla via receptores de androgenos en las células de Sertoli, de Leydig
y peritubulares, la FSH induce a las células de Sertoli a que sinteticen y liberen una proteina ligante
de andrégeno (ABP), la cual se une a la testosterona y de esta forma mantienen en los tubulos
seminiferos altas concentraciones de ella, la testosterona es necesaria para iniciar y mantener la

espermatogénesis [1].

2 |_a timidina combinada con tritio (is6topo radioactivo) es utilizada para rastrear la sintesis de ADN in vivo o in
vitro, la timidina 3h se incorpora en el ADN recientemente sintetizado y permite determinar la cinética de la division
celular [20].

3 La Radioautografia permite la localizacién de sustancias radioactivas en tejidos. Este método se basa en el efecto de
las radiaciones sobre una emulsion fotografica que contiene cristales microscépicos de bromuro de plata que detectan
la radioactividad y se revelan en forma de granos de plata [20].
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1.6.- UNIONES CELULARES DEL EPITELIO SEMINIFERO

En el epitelio seminifero existen tres tipos de uniones celulares morfologica y
funcionalmente distintos: 1) uniones de oclusion, 2) uniones de adherencia que consisten en cuatro
tipos dos formados por filamentos de actina: uniones célula-célula y contactos focales entre célula
y matriz, y los otros dos formados por placas a las cuales se unen filamentos intermedios del
citoesqueleto: los desmosomas que unen células entre si y hemidesmosomas que unen las células

a la matriz y, 3) uniones de comunicacion [23].

Los tabulos seminiferos tienen un epitelio germinal altamente compartimentalizado.
Las uniones células de Sertoli — célula de Sertoli organizan un epitelio sertoliano que establece dos
compartimientos: un compartimiento basal y uno adluminal (Figura 1.2). Las espermatogonias y
los espermatocitos primarios iniciales estan restringidos en el compartimiento basal, entre el
epitelio y la lamina basal. Los espermatocitos mas maduros y las espermatidas estan restringidos
en el compartimiento adluminal. Las células de Sertoli estan unidas entre si por un complejo de
unién muy hermético (uniones de oclusion) que ademas de dividir el epitelio seminifero en dos
compartimientos, conforma la barrera hematotesticular que aisla inmunolégicamente las células

espermatogénicas haploides (espermatocitos, espermatidas y espermatozoides) [7, 23].

| Compartimiento
adluminal

@ | Compartimiento

FIGURA 1.2 Esquema de los compartimientos formados por las uniones entre células de
Sertoli.
Modificado de O'Donnell, Stanton y de Kretser (2017) [24].
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1.7.- CELULARIDAD DEL EPITELIO SEMINIFERO

1.7.1.- Célula de Sertoli

Las células de Sertoli son células sométicas que estan presentes a lo largo de todo el
ciclo espermatogénico, también llamadas células de sostén. Cumplen la funcién de proteger y nutrir
a las células germinales, ademas de secretar la proteina fijadora de andrégeno y establecer la barrera
hematotesticular. Las células de Sertoli desempefian un rol fundamental en la organizacion

estructural del epitelio seminifero y en la regulacion de la espermatogénesis [5].

Las células de Sertoli son cilindricas, alargadas, se encuentran apoyadas sobre la lamina
basal de los tabulos seminiferos y su extremo apical se proyecta hacia la luz del tubulo, poseen
prolongaciones apicales y laterales que rodean a las células espermatogénicas contiguas y ocupan
los espacios entre ellas, se extienden desde la membrana basal hasta la luz tubular, pero sus limites
laterales pasan desapercibidos [1]. Tienen nucleos ovalados o triangulares de ubicacion basal con
escotaduras ocasionales y nucléolos prominentes. Las numerosas invaginaciones laterales o
apicales de sus membranas celulares envuelven a las células espermatogénicas en diferenciacion
[21].

En preparados para microscopia Optica con hematoxilina-PAS no se distingue su
citoplasma, pero su nucleo se detecta con facilidad; en cortes transversales suelen aparecer de
contorno triangular, con cromatina laxa distribuida desigualmente y el nucléolo contrasta por su

intensa coloracion roja [21].

Estas células en comparacion con las germinales, son altamente resistentes a sustancias
toxicas, radiacion, y diversos factores que alteran la espermatogénesis [5]. Dada esta caracteristica
son utilizadas como un factor de correccion para estandarizar resultados de recuentos de las

diferentes células germinales [22].

1.7.2.- Células germinales

Los tipos celulares de la linea germinal que fueron estudiados se identificaron de

acuerdo a su morfologia y por su ubicacién espacial en el epitelio seminifero (Figura 1.3).
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En humanos se han identificado tres tipos de espermatogonias: espermatogonia tipo A
oscura, tipo A pélida, y espermatogonia tipo B [6]. En roedores se identifican morfologicamente
tres tipos de espermatogonias: espermatogonia tipo A, Intermedia (In), y tipo B; segun lo descrito
por Huckins [9] existen tres compartimientos de espermatogonias: células madres
(espermatogonias As), células proliferantes (espermatogonias Apr Yy Aa)) Y las células que se
diferencian (A1-As, In, B) [9]. De acuerdo a estos estudios, existen siete tipos de espermatogonias
tipo A: las clasificadas segun su disposicion topografica en el epitelio (aisladas, pareadas, y
alineadas), y las espermatogonias diferenciadas que se dividen sincrénicamente (A1, Az, Az, As)
[8]. Sin embargo las células As, Apr, Aai son indistinguibles morfol6gicamente por microscopia de
luz, mientras que las espermatogonias diferenciadas (Ai-As) no pueden ser distinguidas las unas
de las otras [12].

Las espermatogonias tipo A se caracterizan por tener un ndcleo ovoide orientado en
paralelo a la membrana basal del tibulo, de cromatina fina y homogénea, con un nucléolo central.
Estas células se dividen por mitosis, para dar origen a las espermatogonias Intermedias, las cuales
poseen un ndcleo oval con cromatina heterogénea, con cromocentros gruesos, con presencia de
placas finas de cromatina cerca de la membrana nuclear [5]. Luego se dividen nuevamente por
mitosis generando espermatogonias tipo B, las que presentan un nucleo esférico de menor tamafio
que las espermatogonia tipo A y tipo In. Estas células tienen menor contacto con la membrana
basal y contienen acumulaciones de cromatina nuclear mucho mas condensadas [5]. Las
espermatogonias tipo B experimentan la dGltima divisién espermatogonial, y forman
espermatocitos primarios en preleptoteno o en reposo aparente. Los espermatocitos en
preleptoteno son muy similares a las espermatogonias tipo B, aungue son ligeramente mas
pequefos, y presentan una menor cantidad de cromatina adosada a la membrana nuclear [7]. En la
transicion de espermatocito preleptoteno a leptoteno los nucleos pierden gradualmente la cromatina
adosada a la carioteca y forman hilos de cromatina fina (cromosomas condensados) que se
visualizan al microscopio Optico. Estas células de transicidn tienen una forma redondeada y se

ubican en el compartimiento intermedio del epitelio seminifero [5; 7].
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Espermatida
redonda

Espermatocito en
paquiteno

Célula de
Sertoli

Espermatocito en
preleptoteno

Espermatogonia
tipo A

FIGURA 1.3 Fotomicrografia de un corte histoldgico transversal de un tubulo seminifero
de Octodon degus en el estado VI del ciclo tefiido con tincidn tricromica de Arteta. Se
indican los tipos celulares identificados y cuantificados. Barra de escala = 50 pm.

Los espermatocitos primarios en profase meidtica se encuentran en el
compartimiento adluminal del epitelio seminifero, estas son las células méas grandes presentes en
este epitelio, y tiene un ndcleo de gran tamafio con un aspecto vesicular, cuyos cromosomas se
encuentran en distintas etapas de condensacion [1]. Estas células se dividen por meiosis, la Profase

| es muy extensa, comprende cinco etapas (leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis),
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donde se observa una transicion morfoldgica gradual de una etapa a otra, caracterizado por el
aumento del tamafio celular y nuclear, ademas de cambios nucleares a nivel de la morfologia de
los cromosomas y de su proceso de emparejamiento que son la base de la subdivision de la profase

meidtica [7].

Las espermatidas redondas son células haploides pequefias provenientes de la
segunda division meiotica experimentada por los espermatocitos secundarios. Se caracterizan por
su forma esférica y sus ndcleos palidos y redondos, ademas de presentar escaso citoplasma [21].
Mediante el proceso de la espermiohistogénesis las espermétidas redondas se diferencian en
espermatidas elongadas por medio de cambios morfoldgicos: condensacion de la cromatina,

elongacion nuclear, eliminacién del citoplasma y la formacion del flagelo.

1.8.- FACTORES QUE ALTERAN LA ACTIVIDAD ESPERMATOGENICA

La actividad espermatogénica puede verse alterada directamente por multiples factores,
ya sea la exposicién a agentes nocivos, determinados factores ambientales, estrés, patologias
asociadas, temperatura, dieta, edad, etc., factores que inciden directamente en la regulacion y
funcién de las células espermatogénicas durante el proceso de espermatogénesis [25, 26, 27, 28].
La funcién bioldgica de nuestro organismo se ve afectada por el paso del tiempo, el envejecimiento
es el resultado de procesos bioldgicos normales necesarios para la vida, pero que tiene efectos
negativos a largo plazo en el funcionamiento organico [29]. A nivel celular el envejecimiento
implica cambios en la regulacion del eje reproductivo y la acumulacion de dafios en las
macromoléculas producidos por radicales libres, causando de esta manera la alteracién o pérdida
de la funcion celular, lo cual lleva a la alteracion en la funcion de diferentes 6rganos [30].

La funcidn testicular en el hombre se ve alterada por el envejecimiento, relacionandose
directamente con niveles bajos de testosterona en el plasma sanguineo [31]. Tanto en el hombre
como en animales de laboratorio de edad avanzada, se observa una disminucién en la capacidad de
secretar testosterona por parte de las células de Leydig [32]. En hombres seniles se observa
disminucion del volumen testicular [33]. En los tubulos seminiferos uno de los principales cambios

que se observa es la pérdida de células germinales en el epitelio seminifero [34]. Este fenOmeno
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también esta relacionado con una disminucion en la proliferacion de células germinales, como se
observa en el envejecimiento de testiculos de ratas [35], Octodon degus [36] y humano [37].
También en el epitelio seminifero del hamster, debido al envejecimiento, se observa una
disminucion significativa en el nmero de espermatogonias, acompafiado de diferentes grados de
degeneracion histolégica [38]. Estas investigaciones sustentan la idea de que el envejecimiento

afecta directamente la actividad espermatogénica.

1.9.- OCTODON DEGUS

1.9.1.- Generalidades

El Octodon degus es un mamifero herbivoro perteneciente al orden de los roedores y a
la familia de los Octodontidae, es un roedor de habitos diurnos que se encuentra en el norte y centro
de Chile [39; 40]. En estado silvestre su actividad se restringe a microhdbitats bajo arbustos, por
una alta presencia de depredadores en espacios abiertos. De este modo se desplaza entre arbustos

cercanos, siempre cerca de refugios [40].

El Octodon degus tiene el tamafio promedio de una rata, su cola equivale
aproximadamente al 40% de la longitud total del animal en estado adulto, el cuerpo y la cola miden
15 cmy 12 cm respectivamente. Mientras que el peso de un animal adulto varia desde los 170 hasta
los 300 gramos, generalmente las hembras son mas grandes que los machos. La temperatura
corporal media es de 36,8°C [41].

Este roedor es criptérquido facultativo, los testiculos se encuentran confinados a la
cavidad abdominal, descendiendo a la region anogenital s6lo durante el periodo reproductivo [42].
Los testiculos tienen una forma oval y estan rodeados por un cuerpo graso que varia de acuerdo al

peso corporal y la dieta del animal [41].

En estado silvestre viven en grupos, forman clanes que se componen generalmente de
un macho y tres hembras, estos clanes se agrupan en colonias de decenas de individuos. Tienen un

buen comportamiento social, por lo que en cautiverio requieren estar en contacto con otros degus.
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El periodo de vida del Octodon degus en estado silvestre es de 2 a 4 afios, en cambio en cautiverio

su longevidad aumenta a 6 — 8 afios en promedio [41].

1.9.2.- Reproduccién

El Octodon degus en estado silvestre tiene un ciclo reproductivo que se caracteriza por
un periodo de reposo sexual de enero a junio y un periodo de actividad sexual de junio-julio a
diciembre.

En los machos los testiculos estan localizados en la zona anogenital durante el periodo
de reproduccién, y su temperatura es 0,9°C mas baja que la temperatura corporal. La
espermatogénesis masculina se completa a la edad de dos meses (primera observacion de
espermatozoides en el epididimo), sin embargo, no son capaces de aparearse antes de la edad de 5
a 8 meses [41]. En cautiverio alcanzan la madurez sexual antes, y no existe un periodo de
reproduccion especifico, se extiende a lo largo del afio. Los O. degus jovenes son sexualmente
maduros cuando alcanzan un peso corporal de 150 g [43], las hembras alcanzan la madurez sexual

a los 3 meses y los machos alrededor de los 4 meses [39].

Al igual que los humanos, la linea germinal del O. degus se desarrolla en la etapa de
proliferacion espermatogonial inicial mientras el roedor aun es un feto [44]. El proceso de
espermatogénesis del O. degus adulto ocurre en un ciclo del epitelio seminifero que tiene una
duracion de 9,79 +/- 0,18 dias y esta compuesto por trece estados de acuerdo con las diferentes
generaciones de células que componen las asociaciones del ciclo del epitelio seminifero (Figura
1.4) [18].
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FIGURA 1.2 Esquema de los trece estados que componen un ciclo del epitelio seminifero del
Octodon degus.
Potocnjak y Bustos-Obregén (1977) [18].

1.9.3.- El Octodon degus como modelo de estudio

El Octodon degus es un animal ampliamente usado en laboratorio como modelo
experimental. Debido a ser un animal sociable, a su diversidad genética, a su facil adaptacion a los
entornos de laboratorio, y a su mayor longevidad en cautiverio este roedor ha sido utilizado para el
estudio de ciclos circadianos de mamiferos diurnos [39]. Ademaés se ha documentado que el
Octodon degus desarrolla espontaneamente condiciones fisiopatoldgicas, en muchos casos
analogas a las sufridas por el ser humano, que definen a este animal como un excelente modelo
para la investigacion en diversas areas de la medicina, como lo son el estudio de la diabetes y
enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento, como cataratas y la enfermedad de
Alzheimer [45; 46].

Esta especie también resulta un buen modelo bioldgico para el estudio de la
reproduccion masculina, especificamente el proceso de la espermatogenesis, ya que al igual que

los humanos la linea germinal de esta especie se desarrolla en la etapa de proliferacion
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espermatogonial inicial mientras el roedor ain es un feto [44]. El envejecimiento representa uno
de los factores que influye en la actividad espermatogeénica, reflejandose en la disminucion en el
numero de células germinales [34; 37], y disminucion en el indice de proliferacion de

espermatogonias [35; 36; 28].

Este estudio esta centrado en el periodo de proliferacion espermatogonial, con el
objetivo de la caracterizacion de esta fase a lo largo de los diferentes estados del ciclo del epitelio
seminifero del Octodon degus (estados en que hay division espermatogonial), ademas del analisis
de la incidencia de esta actividad proliferativa en las siguientes generaciones de células germinales

representativas de las fases de maduracién meidtica y espermiohistogénesis.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1.- OBJETIVO GENERAL:

1. Caracterizar la actividad espermatogénica y la fase de proliferacion espermatogonial en Octodon

degus.

2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Describir morfol6gicamente el epitelio seminifero del Octodon degus.

2. Determinar los estados del ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus en que ocurre

proliferacion de las células germinales.

3. Describir la actividad espermatogénica en machos adultos jovenes y de edad avanzada del
Octodon degus de acuerdo con variaciones en el diametro tubular y su relacion con presencia o

ausencia de las correspondientes generaciones de células germinales.

4. Realizar recuentos celulares de la linea germinal del epitelio seminifero del Octodon degus, al

menos en el estado mas representativo previo a la espermiacién (estado V1).

5. Comparar la actividad espermatogénica en machos jovenes y de edad avanzada de Octodon

degus.
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1.- MATERIALES

Los recursos, instrumental y reactivos utilizados en la realizacion de este estudio fueron
provistos por el Laboratorio de Biologia de la Reproduccion y del Desarrollo, del Instituto de

Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso.

Se conto con la infraestructura y el apoyo técnico presente en este laboratorio, lugar en
el cual se desarrollaron la totalidad de las técnicas histoldgicas e histoquimicas, junto con el anélisis

microscopico.

3.2.- METODOS

3.2.1.- Seleccién de muestra

La muestra corresponde a 9 Testiculos de Octodon degus fijados en Bouin acuoso e
incluidos en parafina, que fueron divididos en tres grupos de distintos rangos de edad. El primer
grupo corresponde a tres testiculos de animales jovenes (4 meses), el segundo a tres testiculos de
animales adultos-jévenes (6 meses), y el tercer grupo a tres testiculos de animales de edad avanzada
(2-6 afos).

La seleccién de estas muestras se basa en un muestreo no probabilistico (por
conveniencia), debido a que se seleccionaron animales de edades predeterminadas, considerando
animales jovenes, adultos jovenes y animales de edad avanzada. Los machos de 4 meses se
encontraban en inactividad reproductiva, los de 6 meses se encontraban comenzando el periodo
reproductivo, mientras que los machos de 2 — 6 afios de edad estaban en periodo reproductivo al

momento de su sacrificio.
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3.2.2.- Seleccién de variables

Las variables en estudio corresponden a diametros tubulares, actividad
espermatogénica, nimero de células germinales, como variables dependientes y la edad como

variable independiente.

3.2.3.- Procesamiento histoldgico

En este estudio se trabajo con testiculos ya incluidos en parafina, por lo tanto en ningln
momento hubo manipulacion de animales vivos. Las muestras de testiculo fueron donadas por el
Dr. Adrian Palacios de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso, que trabaja con el
roedor chileno Octodon degus en el marco del Proyecto Fondecyt: “Neurobiology of vision in the
retina of the diurnal rodent Octodon degus” del afio 2011.

Los testiculos utilizados fueron fijados en una solucion de Bouin acuoso y procesados
de acuerdo al correspondiente protocolo [ver anexo 1]. Se realizaron cortes seriados de 5 um de
espesor para cada testiculo, los cuales se montaron en portaobjetos usando albumina de Mayer
como medio de adhesidn, los que fueron almacenados en la estufa a 40°C durante toda una noche.
Los preparados histologicos fueron desparafinados e hidratados [ver anexo 2], y luego tefiidos
mediante técnica histolégica utilizando tincién Tricrémica de Arteta [ver anexo 3] y la técnica
histoquimica del &cido peryodico-Schiff (PAS) y Hematoxilina [ver anexo 4].

a) Tricromico de Arteta: Esta técnica histoquimica se utiliz6 para evaluar la morfologia tisular y
celular de los tabulos seminiferos, ademas de la proliferacién espermatogonial mediante la

visualizacion de figuras mitoticas.

b) PAS-Hematoxilina: Esta técnica histoquimica se utilizé para identificar los diferentes estados
del ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus, en base a los cambios de la morfologia de
las espermatidas y el sistema acrosomico [14], que ocurren durante el proceso de la

espermiohistogénesis. Los primeros cambios durante la diferenciacion del acrosoma de las
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espermatidas, comunmente se han utilizado como criterio para clasificar los estados del ciclo

del epitelio seminifero [7].

3.2.4.- Determinacion del indice espermatogénico. Anélisis de la linea germinal

Para cada testiculo se determiné el indice espermatogénico de acuerdo con la escala de
Sitzmann et al. (2014) [47] modificada de Grocock y Clarke (1974) [48]. Con el uso de un
microscopio éptico (Leica 2500, Alemania) con objetivo 400X, 100 secciones circulares de tabulos
seminiferos se clasificaron cualitativamente en una categoria de acuerdo a la presencia o ausencia
de las diferentes generaciones de células germinales, correspondiente a las asociaciones celulares
tipicas que caracterizan cada uno de los 13 estados del ciclo del epitelio seminifero normal en
Octodon degus. Cada seccion se asigno a una subcategoria dentro de las categorias principales,

como sigue:

a) LGI: Linea germinal incompleta, mayormente presente en animales inmaduros.

» LGI3: Presencia de espermatogonias, espermatocitos y una generacion de espermatidas
tempranas, pero las espermatidas elongadas estan ausentes.

» LGI2: Solo espermatogonias y espermatocitos estan presentes.

» LGI1: Solo espermatogonias presentes.

b) LGC: Linea germinal completa, mayormente presente en adultos.

» LGCNOR: Linea germinal completa normal. Todas las generaciones de células germinales
estan bien representadas en cada asociacion celular (estados del ciclo del
epitelio seminifero).

» LGCANOR: Linea germinal completa anormal. Deplecion parcial de células germinales en

una de las generaciones celulares que pueden ser espermatogonias B,

espermatocitos o espermatidas.
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c) LGD: Linea germinal depletada; una o més generaciones celulares estan ausentes.

» LGD3: Una generacion de espermatogonias B, de espermatocitos o de espermatidas esta
ausente.

» LGD2: Solo espermatocitos y espermatogonias presentes, espermatidas ausentes.

» LGD1: Espermatidas y espermatocitos ausentes.

» LGDO: Cordones fibrosos, células germinales y células somaticas de Sertoli ausentes.

3.2.5.- Descripcion morfologica y morfométrica

Para cada testiculo se contabiliz6 un minimo de 100 tdbulos seminiferos en seccion
circular en la etapa VI (correspondiente al estado previo a la espermiacion). En estas secciones se
midié el didmetro tubular, la altura del epitelio seminifero, didmetro del lumen tubular y se
tipificaron segun su morfologia las distintas generaciones de células germinales que constituyen

esta asociacion.

Luego se contabilizé el nimero de células presentes en dicho estado: Células de Sertoli,
espermatogonias tipo A, espermatocitos en preleptoteno, espermatocitos en paquiteno y
espermatidas redondas. Los recuentos celulares se realizaron de forma manual con el empleo de un

microscopio optico (Leica 2500, Alemania) con aumento 400X en enfoque fijo en un plano.

Para las mediciones tubulares y celulares se utilizé un microscopio equipado con una
camara digital adosada usando el objetivo 400X. Las imagenes video capturadas se analizaron con
el programa Image J, version 1.60 del National Institute of Health (NIH). El diametro de los tubulos
seminiferos se determin6 midiendo el eje representativo del didmetro entre las membranas basales
de las secciones mas circulares de tubulos seminiferos, y usando el mismo eje se midié la altura

epitelial entre la base y el apice del epitelio seminifero.

Una vez hechas las mediciones y cuantificaciones de los tipos celulares del tubulo

seminifero, se calcularon los siguientes promedios para cada grupo de animales:

a) Diametro tubular

b) Altura epitelial
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c) Diametro del lumen tubular

d) Diametro nuclear de tipos celulares
e) N° células de Sertoli

f) N° espermatogonias tipo A (A)

g) NC° espermatocitos en paquiteno (P)
h) N° espermatocitos preleptoteno (PL)
i) N° espermaétidas redondas (ER)

Los valores del recuento de células fueron corregidos por el método de Abercrombie
[49], el cual es un método estandar de conteo celular que le permite al investigador obtener un
recuento verdadero de células [7], considerando el didmetro mayor de los nucleos observados, y
por el factor de correccion de células de Sertoli [22], puesto que estas células en comparacion con
las células germinales son altamente resistentes a diversas noxas y su numero se mantiene
constante, por lo cual se utiliza como factor de correccidon para estandarizar resultados de los

recuentos de células germinales.

3.2.6.- Caracterizacion de la fase proliferativa espermatogonial

Se caracterizd la fase proliferativa de la espermatogénesis a lo largo del ciclo del
epitelio seminifero, mediante el anélisis microscopico de tabulos seminiferos en seccion circular,
con el objetivo de determinar los estados del ciclo del epitelio seminifero donde ocurre la
proliferacion espermatogonial, a través de la identificacion de figuras mitéticas presentes en el

epitelio germinal del tabulo, correspondientes a espermatogonias en proliferacion.

La identificacion de secciones circulares de tubulos seminiferos con presencia de
figuras mitdticas de espermatogonias permitio realizar una estimacion de los determinados estados

del ciclo del epitelio seminifero donde ocurre la proliferacién de espermatogonias.
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3.2.7.- Ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus

El epitelio germinal de los tabulos seminiferos del Octodon degus consta de 13 estados
de ciclo, de acuerdo al estudio de la espermiohistogénesis (evolucién del sistema acrosomico)

efectuado por Potocnjak y Bustos-Obregon [18].

La técnica histoquimica PAS-Hematoxilina permitio el estudio de los estados de ciclo
del epitelio seminifero, con base en los cambios de la morfologia de las espermaétidas y el sistema
acrosomico [15], que ocurren durante el proceso de la espermiohistogénesis.

Los preparados histolégicos tefiidos con PAS-Hematoxilina se observaron con un
microscopio equipado con una camara digital usando el objetivo 1000X, se fotografiaron las
diferentes células que componen cada una de las 13 asociaciones celulares del ciclo del epitelio

seminifero del Octodon degus y se elaboro el mapa del ciclo correspondiente.

3.2.8.- Andlisis estadistico

Los resultados de las mediciones tubulares y recuentos celulares se expresaron como
el valor promedio + error estandar (E.E.). Para el analisis comparativo entre los datos obtenidos de
los tres grupos de animales, se empled analisis de varianza (ANOVA) y la prueba t de Student para
comparar desviaciones muestrales. Se considerd una probabilidad menor a 0,05 (p<0,05) como
criterio de significancia estadistica, es decir un nivel de significancia de un 5%. Los datos obtenidos

se analizaron estadisticamente con el programa Microsoft Excel 2013.
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El estudio de la linea germinal presente en los tabulos seminiferos de los testiculos

analizados, demostré que el grupo de animales adultos-jovenes posee el mayor porcentaje de

tubulos con la linea germinal completa, mientras que los animales jovenes y los de edad avanzada

presentaron un mayor porcentaje de tibulos seminiferos con la linea germinal incompleta en el

caso de animales jovenes, y la linea germinal depletada en animales viejos.

Se evidencio que existe una disminucion estadisticamente significativa (p<0,05) en el

porcentaje de tubulos seminiferos con LGC en los animales jovenes y los de edad avanzada, en

comparacion con los animales adultos-jovenes. Esto Ultimo es concordante con un porcentaje

significativamente mayor (p<0,05) de tibulos seminiferos con LGI en el grupo de animales jovenes

y tubulos con LGD en los animales de edad avanzada. Los resultados anteriores se encuentran

especificados en la figura 4.1.
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FIGURA 4.1 Porcentajes de tubulos seminiferos con la linea germinal completa,
incompleta y depletada en tres grupos de Octodon degus de distintos rangos de edad.
Se observa una disminucion significativa en el porcentaje de tdbulos con la linea germinal
completa y un aumento significativo en el porcentaje de tibulos con la linea germinal
depletada en los animales de edad avanzada en comparacién con los animales adultos

jovenes (* p<0,05).
LGC= Linea germinal completa; LGD= Linea germinal depletada; LGI= Linea germinal

incompleta.
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Las subcategorias de la linea germinal completa, incompleta en el caso de los animales

inmaduros y depletada en animales maduros, se ilustran en las figuras 4.2, 4.3 y 4.4.

FIGURA 4.2 Fotomicrografias de cortes histoldgicos de testiculos de Octodon degus tefiidos
con tincion tricromica de Arteta, que muestran subcategorias de linea germinal completa.
a) LGCNOR: Linea germinal completa normal, todas las generaciones de células germinales
estén bien representadas en cada asociacion celular; b) LGCANOR: Linea germinal completa
anormal, muestra una deplecion parcial en una generacion de células germinales, en este caso
espermatocitos en paquiteno, espermatidas redondas y alargadas. Barra de escala = 50 pm.

con tinciodn tricromica de Arteta, que muestran subcategorias de linea germinal incompleta en
animales inmaduros.

a) LGI3: se caracteriza por la ausencia de diferentes generaciones de células germinales:

espermatidas alargadas ausentes; b) LGI2: espermatidas redondas y alargadas ausentes; c)

LGI1: solo se observan espermatogonias presentes. Barra de escala = 50 um.
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FIGURA 4.4 Fotomicrografias de cortes histoldgicos de testiculos de Octodon degus tefiidos
con tincion tricrémica de Arteta, que muestran subcategorias de linea germinal depletada en
animales adultos.

a) LGDa3: pérdida de una o mas generaciones de células germinales (espermatogonias B,
espermatocitos o espermatidas ausentes); b) LGD2: espermatidas redondas y alargadas
ausentes; c) LGD1: espermétidas y espermatocitos ausentes, solo espermatogonias y células de

Sertoli presentes. Barra de escala = 50 pm.

El andlisis cuantitativo de las categorias y sub-categorias de la linea germinal completa
demostro que existen diferencias significativas (p<0,05) entre los tres grupos de animales. El grupo
de animales adultos-jovenes posee el mayor porcentaje de tabulos con LGCNOR, mientras que los

animales de edad avanzada tienen el mayor porcentaje de tabulos con LGCANOR (figura 4.5.a).

En el grupo de animales jovenes se evidencid que el mayor porcentaje de tdbulos con

la linea germinal incompleta corresponden a la sub-categoria LGI3 (figura 4.5.b).

El andlisis de las sub-categorias de la linea germinal depletada en animales adultos
indico que el grupo de animales de edad avanzada muestra el mayor porcentaje de tibulos con
LGD3, LGD2 y LGD1 en comparacion con los animales adultos jovenes. Las diferencias fueron
significativas (p<0,05) solo en la primera sub-categoria (LGD3) de linea germinal depletada
(figura 4.5.c).
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FIGURA 4.5 Andlisis de la linea germinal en tres grupos de Octodon degus de diferentes
rangos de edad.
Porcentajes de tibulos con subcategorias de la linea germinal completa (a), incompleta en
animales jovenes (b) y depletada en animales adultos (c).
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4.2.- DESCRIPCION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

4.2.1.- Didmetro tubular

Los resultados obtenidos de las mediciones del didmetro tubular se encuentran en la
tabla 4.1. Se observé que el grupo de animales adultos-jévenes poseen el mayor didmetro tubular
promedio, mientras que el grupo de animales de edad avanzada muestran el menor diametro tubular
promedio, a su vez los animales jovenes mostraron un didmetro tubular intermedio respecto de los

otros grupos.

El anélisis estadistico indicoO que hay diferencias significativas (p<0,05) en los

promedios del diametro tubular de los tres grupos de animales.

Se observd un didmetro menor estadisticamente significativo (p<0,05) en los tibulos
seminiferos de los grupos de animales jovenes y de edad avanzada en comparacion con los adultos-

jévenes.

4.2.2.- Altura del epitelio seminifero

Los resultados obtenidos de las mediciones de la altura epitelial se encuentran en la
tabla 4.1. Se observd que el grupo de animales adultos jovenes muestra el mayor promedio de
altura epitelial, mientras que el menor promedio de altura epitelial corresponde al grupo de
animales de edad avanzada. Por su parte los animales jovenes presentan una altura epitelial

promedio que se aproxima a los adultos jovenes.

Las diferencias son estadisticamente significativas (p<0,05) entre tres los grupos de
animales. Se observd una altura epitelial menor estadisticamente significativa (p<0,05) en los

animales de edad avanzada en comparacion con los otros grupos de animales.
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4.2.3.- Diametro del lumen tubular

Los resultados obtenidos de las mediciones del didmetro del lumen tubular se
encuentran en la tabla 4.1. Hay diferencias en el diametro del lumen tubular que son significativas
(p<0,05) entre los tres grupos de animales. Se observé que el grupo de animales de edad avanzada
poseen el mayor promedio de didmetro de lumen tubular, siendo este aumento estadisticamente

significativo (p<0,05) en comparacion a los otros dos grupos.

TABLA 4.1 Mediciones tubulares promedio en secciones circulares de tdbulos seminiferos en el
estado VI del ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus (um + E.E.).

Diametro tubular Altura epitelial Diametro del lumen
tubular
Grupo
(um £ E.E.) (um £ E.E.) (UMmz+ E.E)

J6venes 138,1 52,1 33,8
+154 +44 +6,7
., 143,3 55 33,2
Adultos-jovenes +07 £05 £14
134,7* 43,8 * 47,1 *

Edad avanzada +10,8 +56 +39

* = Disminucién estadisticamente significativa en comparacion a los otros grupos de animales (p<0,05). Se
observa un aumento significativo del diametro del lumen tubular en los animales de edad avanzada.

4.2.4.- Mediciones nucleares

Los resultados obtenidos para las mediciones de los tamafios nucleares de las celulas
germinales presentes en el epitelio seminifero de secciones circulares de tibulos en el estado VI
del ciclo se detallan en la tabla 4.2.

Las espermatogonias A se identificaron en base a la morfologia caracteristica ya

descrita para este roedor [18] y a su disposicion basal en el epitelio seminifero. Poseen un ndcleo
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ovoide/oval con su eje mayor orientado en paralelo a la membrana basal, tienen una cromatina fina
homogénea y un nucléolo facil de visualizar. Los resultados de las mediciones indicaron que el
nucleo de estas células es mayor que el de los espermatocitos en preleptoteno y de las espermatidas

redondas.

Los espermatocitos preleptoténicos son células de nucleo esférico de diametro pequefio
con una cromatina perinuclear condensada. Por su parte los espermatocitos primarios en paquiteno
ocupan una ubicacion intermedia dentro del epitelio seminifero, se caracterizan por ser celulas
redondas a ovaladas de gran tamafio cuyo nucleo vesiculoso posee cromosomas gruesos
irregularmente distribuidos, siendo facilmente identificables. Los resultados demuestran que estas
células tienen un diametro nuclear mayor que el de las espermatogonias A. Las espermatidas
redondas son células pequefias de tamafio similar a los espermatocitos en preleptoteno, tienen

escaso citoplasma y su nucleo es redondo con escasa cromatina condensada.

Los tamafios nucleares de las espermatogonias tipo A (didmetro mayor),
espermatocitos en preleptoteno, espermatocitos primarios en paquiteno y espermatidas redondas
no difieren significativamente (p>0,05) entre los tres grupos estudiados (tabla 4.2). Por lo tanto el
factor de correccidn para el recuento celular (férmula de Abercrombie) fue el mismo para todos los

animales.

TABLA 4.2 Tamarfios nucleares de los diferentes tipos celulares de la linea germinal presente en
el estado VI del ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus (um + E.E.).

A (largo y ancho) PL P ER
Grupo
(umzE.E) (umzE.E) (umzE.E) (umzE.E)
Jévenes 7,9+0,0 6,7+0,1 55+0,0 8,3+0,0 52+0,0
Adultos-jévenes 78+0,0 6,9+0,1 55+0,0 8,4+0,0 52+0,0
Edad avanzada 7,9+0,0 6,4+0,0 55+0,0 8,3+0,0 52+0,0

A= espermatogonia tipo A; PL= espermatocito preleptoteno; P= espermatocitos en paquiteno; ER= espermatidas
redondas.



Capitulo 4: Resultados 32

4.2.5.- Recuento celular

Los resultados obtenidos de los recuentos de células germinales y células de Sertoli en
secciones circulares de tibulos seminiferos en el estado VI del ciclo se observan en la tabla 4.3.
En todos los casos el recuento celular es significativamente menor en el grupo de animales de edad
avanzada (p<0,05) (figura 4.6).

Poblaciones de células germinales presentes en el estado V1 del ciclo del epitelio
seminifero de Octodon degus.

90 -
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N° de células
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FIGURA 4.6 Numero de células germinales en el estado VI del ciclo del epitelio seminifero
en tres grupos de Octodon degus de distintos rangos de edad.

Se observa una disminucion significativa en el nimero de células germinales en los animales

de edad avanzada en comparacion con los animales jovenes y adultos-jovenes (*p<0,05).

El nimero de espermatogonias tipo A no varia significativamente entre los grupos de
animales jovenes y adultos-jévenes (2,3 células por seccion circular de tubulo), pero disminuyen a
1,7 células en los animales de edad avanzada, asi como también los espermatocitos en preleptoteno,
los espermatocitos primarios en paquiteno y las espermatidas redondas se presentan en menor
namero. En el grupo de animales de 2-6 afios también hay un menor nimero de células Sertoli el
cual es estadisticamente significativo (p<0,05). Por lo tanto, los recuentos de células germinales y

células de Sertoli son significativamente (p<0,05) mayores en el grupo de animales adultos-jovenes
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(tabla 4.3). Del mismo modo se observo que los recuentos de las células germinales corregidos
por el factor de correccion de células de Sertoli son menores en los animales de edad avanzada
(tabla 4.4).

TABLA 4.3 Numero de células en las poblaciones celulares presentes en tubulos seminiferos de
Octodon degus en el estado VI del ciclo del epitelio seminifero (X + E.E.)

Grupo A PL P ER Sertoli
2,32 22,6° 27,78 73,8? 11,68

Jovenes
+0,2 +22 +57 +215 +1,7
2,3? 24.8P 29,8P 79,5P 12,8b

Adultos-
Jovenes +0,1 +0,8 +0,5 +1 +0,3
1,7° 15,4°¢ 22,4¢ 54,1°¢ 10,1°¢

Edad avanzada

+0,1 +1,8 +35 +13,1 +0,3

A= espermatogonias tipo A; PL= espermatocitos en preleptoteno; P= espermatocitos en paquiteno; ER=
espermatidas redondas. (a, b, c)= diferentes letras denotan diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05).

TABLA 4.4 Proporciédn células germinales / células de Sertoli en el estado VI del ciclo del
epitelio seminifero en tres grupos de Octodon degus de diferentes rangos de edad

Grupo A PL P ER
Jovenes 0,2 1,9 2,3 6,3
Adultos-jévenes 0,1 1,9 2,3 6,1
Edad avanzada 0,1 1,5 2,2 53

A= espermatogonias tipo A; PL= espermatocitos en preleptoteno; P= espermatocitos en paquiteno;
ER= espermatidas redondas.
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Se calcul6 la proporcién celular entre espermatidas redondas y espermatocitos
primarios en paquiteno, con el objetivo de establecer el rendimiento de la meiosis en los tres grupos
de animales. Se observé una leve disminucion en el grupo de animales de edad avanzada en
comparacion a los otros grupos de animales (tabla 4.5).

TABLA 4.5 Proporcion entre espermatidas redondas y espermatocitos primarios en paquiteno
(ER / P) en el estado VI del ciclo del epitelio seminifero en tres grupos de Octodon degus de
diferentes rangos de edad.

Grupo P ER ER/P
Jovenes 27,7 73,8 2,6
Adultos-jévenes 29,8 79,5 2,6
Edad avanzada 22,4 54,1 2,4

P= espermatocitos primarios en paquiteno; ER= espermatidas redondas.

El promedio de espermatocitos en paquiteno es mayor en los adultos jovenes respecto
de los animales jovenes y de edad avanzada (tabla 4.3 y 4.5). Los espermatocitos primarios
experimentan 2 divisiones meidticas consecutivas para producir 4 espermatidas redondas, en base
a esta caracteristica en el grupo de animales adultos jévenes se deberian formar 119,2 espermatidas
redondas a partir de 29,8 espermatocitos en paquiteno, pero solo se contabilizaron 79,5 realmente
(tabla 4.5). Estos datos indicaron que el porcentaje de espermatidas redondas producidas es menor
en un 33,3% en los animales adultos-jévenes, y en un 39,7% en los animales de edad avanzada
(figura 4.7).
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FIGURA 4.7 Porcentaje de pérdida de espermatidas redondas en tres grupos de Octodon
degus de distintos rangos de edad.

4.3.- CARACTERIZACION DE LA FASE PROLIFERATIVA
ESPERMATOGONIAL

Se identificaron secciones circulares de tabulos seminiferos con presencia de figuras
mitéticas de espermatogonias proximas a la membrana basal del epitelio germinal, con objeto de
determinar los estados del ciclo del epitelio seminifero donde proliferan estas células.

En la tabla 4.6 se observa la frecuencia con que aparecen en el corte histoldgico de
testiculo de Octodon degus estados de ciclo con presencia de figuras mitéticas de espermatogonias.
En los tres grupos de animales que fueron analizados se observo que en promedio la frecuencia de
aparicion de tubulos seminiferos con figuras mitéticas de espermatogonias varia entre un 19% para
el estado XIIl'y 0% para el estado V1 del ciclo. Se observéd que generalmente la mayor frecuencia
de aparicion de tubulos con figuras mitéticas de espermatogonias corresponde a estados iniciales

y tardios del ciclo del epitelio seminifero, en este caso el estado Il y XII1I (tabla 4.6).
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TABLA 4.6 Frecuencia de aparicion de estados de ciclo con figuras mitéticas en tres grupos de
Octodon degus de diferentes rangos de edad.

Estado de ciclo Jovenes Adultos-jdvenes Edad avanzada X
| 9% 7,66% 9,66% 8,77%
1 14,66% 19,33% 17% 17%
Il 0,66% 1% 1% 1%
v 8% 12% 7,33% 9,11% "
Y, 4,33% 5,33% 4,33% 4,66% B
Vi 0% 0% 0% 0%
Vil 2,33% 2,33% 1,66% 2,11%
VI 11% 9% 11,33% 10,44%
IX 6,66% 4% 6% 6%
X 11,33% 12,66% 9,33% 11,11%
Xl 3,66% 5% 3% 4%
Ul 6% 7% 8,33% 7,11%
X111 22,33% 14,66% 21% 19%

X= Promedio de frecuencia de aparicién de estados con mitosis de espermatogonias.
In, B= Mitosis de espermatogonias Intermedias y B.

Los resultados indicaron que en los tres grupos de animales se observaron “peaks” en
la frecuencia de aparicion de estados de ciclo con presencia de figuras mitéticas de
espermatogonias (figura 4.8). Se observo que posterior a la espermiacion (en el estado V1) hay un
mayor porcentaje de secciones circulares de tdbulos con figuras mitdticas, dichas secciones
correspondian a los estados VIII, X, XIlII, luego se observd un mayor porcentaje de tabulos con
figuras mitoticas en el estado 1l. Ademas se identificaron figuras mit6ticas que corresponderian a
espermatogonias intermedias In y tipo B en los estados IV y V respectivamente, y la frecuencia de

aparicion de estos estados también fue considerable (tabla 4.6).
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Se evidencié6 que la mayor frecuencia de aparicion de figuras mitéticas de
espermatogonias corresponde a los estados 1, IV, V, VIII, X,y XIlI (tabla 4.6; figura 4.8). Figuras

mitoticas identificadas se ilustran en las figuras 4.9, 4.10, 4.11.

Frecuencia de aparicién de tubulos con figuras mitdticas por estado de ciclo
25% -

20% A

15% A

®—Jbvenes

14 =@ Adultos-jévenes
10% -
Edad avanzada
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% de estados con figuras mitoticas
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VI IX X XL XIL Xl
Estados de ciclo

FIGURA 4.8 Frecuencia de aparicion de estados del ciclo del epitelio seminifero con
figuras mitéticas en tres grupos de Octodon degus de diferentes rangos de edad.
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FIGURA 4.9 Fotomicrografias de cortes histoldgicos de testiculos de Octodon degus tefiidos con
tincion tricrémica de Arteta, que muestran figuras mitéticas de espermatogonias en tubulos
seminiferos en los estados Il y IV.

(a) Las flechas indican figuras mitéticas (profases) de espermatogonias tipo A en el compartimiento
basal del epitelio seminifero en estado Il del ciclo; (b) La flecha indica una figura mitotica
(metafase) de una espermatogonia tipo A en el compartimiento basal del epitelio seminifero en el

estado IV del ciclo. Barra de escala = 10 um.

FIGURA 4.10 Fotomicrografias de cortes histoldgicos de testiculos de Octodon degus tefiidos con
tincién tricrémica de Arteta, que muestran figuras mitoticas de espermatogonias en tubulos
seminiferos en los estados V' y VIII.

(a) La flecha indica una figura mitética (metafase) de espermatogonia tipo B en el compartimiento
basal del epitelio seminifero en el estado V del ciclo; (b) La flecha indica una figura mit6tica (metafase)
de una espermatogonia tipo A en el compartimiento basal del epitelio seminifero en el estado VIII.

Barra de escala = 10 um.
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FIGURA 4.11 Fotomicrografias de cortes histologicos de testiculos de Octodon degus tefiidos
con tincion tricrémica de Arteta, que muestran figuras mitéticas de espermatogonias en tubulos
seminiferos en los estados X y XIII.

(a) La flecha indica una figura mitética (metafase) de espermatogonia tipo A en el compartimiento
basal del epitelio seminifero en el estado X del ciclo; (b) La flecha indica una figura mitotica
(profase) de una espermatogonia tipo A en el compartimiento basal del epitelio seminifero en el

estado XIII. Barra de escala = 10 pm.

4.4.- CICLO DEL EPITELIO SEMINIFERO DEL OCTODON DEGUS.

Al observar un corte transversal de un tibulo seminifero se observan diferentes tipos
de células germinales, la presencia de estas asociaciones de células se definen como un
determinado estado del ciclo del epitelio seminifero, lugar en el que coexisten determinados tipos
de espermatogonias, con espermatocitos en etapas de la meiosis y con espermatidas en distintas

fases de la espermiohistogénesis.

De acuerdo a Potocnjak y Bustos-Obregéon [18] el ciclo del epitelio seminifero del
Octodon degus consta de 13 estados 0 asociaciones de células germinales. Estas asociaciones son
identificadas mediante la observacion de los primeros cambios (evolucidn del sistema acrosdmico)
que sufren las espermatidas durante el proceso de espermiohistogénesis en cortes de testiculos
teflidos con el método histoquimico del &cido peryodico-Schiff (PAS), debido a que los granulos

acrosémicos son PAS +.
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Se utilizé el método histoquimico del &cido peryddico-Schiff (PAS) para identificar los
estados de ciclo, ademas de considerar la celularidad caracteristica presente en el epitelio
seminifero de las diferentes asociaciones celulares. La descripcion de los estados del ciclo del

epitelio se realizo en base a las observaciones hechas por Potocnjak y Bustos-Obregon [18].

Los resultados observados para las diferentes generaciones de células germinales que

componen cada uno de los 13 estados del ciclo del epitelio seminifero se detallan en la figura 4.12.

Las espermatogonias tipo A se encuentran en el compartimiento basal del epitelio
seminifero, sobre la membrana basal. Citologicamente se caracterizan por tener un ndcleo oval
orientado en paralelo a la membrana basal, de cromatina fina distribuida homogéneamente, con un

nucléolo prominente. Se observan a lo largo de los 13 estados de ciclo.

Las espermatogonias Intermedias In se encuentran en el compartimiento basal del
epitelio, tienen caracteristicas intermedias entre las espermatogonias A y B, caracterizandose por
su ndcleo oval con cromatina heterogénea, con presencia de placas finas de cromatina cercanas a

la carioteca. Se observan en los estados 111 y 1V del ciclo.

Las espermatogonias tipo B tienen un menor contacto con la membrana basal, tienen
un menor tamafio en comparacion a las espermatogonias A e In, su nicleo es redondo y presenta
acumulaciones de cromatina muy condensada (heterocromatina). Se observan en el estado V del

ciclo.

Los espermatocitos en preleptoteno son similares a las espermatogonias tipo B aunque
ligeramente mas pequefias, tienen un nucleo pequefio y redondo con cromatina fuertemente

condensada. Se observan en los estados VI1y VI del ciclo.

Los espermatocitos primarios se encuentran en el compartimiento adluminal del
epitelio, experimentan meiosis, la Profase | es muy extensa, comprende cuatro etapas (leptoteno,
zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis), donde se observa una transicion morfoldgica gradual
de una etapa a otra, caracterizado por el aumento del tamafio celular y nuclear, y la caracteristica
condensacion de los cromosomas, dando al ndcleo un aspecto vesiculoso. Espermatocitos en
leptoteno se observan en los estados VIII, IX, y X, en zigoteno se observan en los estados X1 y XIlI,

espermatocitos en paquiteno se observan en todos los estados desde el estado XIlI, y en diploteno
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y diacinesis en el estado XIII del ciclo; donde se observan figuras de division meiotica por ser el

estado donde éstas ocurren.

La espermiohistogénesis de las espermatidas consta de 16 etapas, de las cuales las
primeras 13 se corresponden con los 13 estados del ciclo del epitelio seminifero, mientras que las

etapas 14, 15 y 16 coexisten junto con las primeras etapas de la espermiohistogénesis [18].

Estados del ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus
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FIGURA 4.12 Mapa del ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus.
Cada columna indica los tipos celulares que conforman una asociacion celular (estado de
ciclo). Cada asociacion celular se sucede una a la otra (I-XII1I), constituyendo el ciclo del
epitelio seminifero. A1-A4, In, B= espermatogonias tipo A diferenciadas, Intermedias, tipo
B; PL, L, Z, P, D-Di= espermatocitos primarios en preleptoteno, leptoteno, zigoteno,
paquiteno y diploteno-diacinesis; M= meiosis; ClI= espermatocito secundario; 1-16= etapas
de la espermiohistogénesis; las flechas indicas divisiones sincronicas de espermatogonias.
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CAPITULO 5: DISCUSION

5.1.- DESCRIPCION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

5.1.1.- Linea germinal

El andlisis de la linea germinal presente en el epitelio seminifero de tres grupos de
Octodon degus de diferente edad mostré que en los animales jovenes se observo la presencia de un
porcentaje considerable de tubulos seminiferos con la linea germinal incompleta, caracterizados
generalmente por la falta de células germinales mas diferenciadas (espermatidas redondas y
elongadas). Por su parte en el grupo de animales adultos-jovenes se observaron en su gran mayoria
tibulos con la linea germinal completa, siendo el porcentaje de tdbulos normales
significativamente mayor a los otros dos grupos estudiados, mientras que en los animales de edad
avanzada se observO un mayor porcentaje de tbulos con algin grado de deplecion celular en

comparacion con los animales de 6 meses.

El aumento de tibulos seminiferos con la linea germinal depletada en Octodon degus
de edad avanzada coincide con los resultados obtenidos por Bustos-Obregén y Ramirez [36],
quienes concluyeron que la disminucion de poblaciones celulares en animales viejos es resultado
de la pérdida fisiologica de células junto con una disminucion de la actividad proliferativa de las
espermatogonias. ElI aumento en el porcentaje de tubulos seminiferos con la linea germinal
depletada en animales viejos también se ha observado en otros roedores; estudios en hamster [50]
indicaron que en animales viejos se observa una disminucion significativa en el porcentaje de
secciones tubulares con un epitelio normal, de modo que el nimero de tabulos con deplecion de

células germinales es mucho mayor que en animales jovenes.

5.1.2.- Mediciones tubulares

Las medidas del diametro de los tubulos seminiferos son parametros que permiten la
evaluacion testicular, puesto que se considera que existe una relacién positiva entre el diametro

tubular y la actividad espermatogénica testicular [7]. En los tres grupos de animales estudiados se
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observo que el promedio del diametro tubular es significativamente superior en los animales
adultos-jovenes, seguido por los animales jovenes, mientras que el menor promedio de didmetro
tubular se observo en los tabulos seminiferos de animales de edad avanzada. Resultados similares
se encontraron con respecto al promedio de la altura epitelial, asi en los animales adultos-jovenes
se observd el mayor promedio de altura epitelial, seguido por el grupo de animales jovenes, y en

los animales de edad avanzada se determind el menor promedio de altura epitelial.

La medicién del lumen tubular evidencié la existencia de diferencias significativas
entre los tres grupos de animales, los resultados indicaron que en los animales de edad avanzada
los tabulos seminiferos presentan un lumen tubular de mayor diametro en comparacion a los

animales jovenes y adultos-jovenes.

Las mediciones realizadas en tubulos seminiferos sugieren la presencia de un patron
que se correlaciona con la funcionalidad testicular, los resultados obtenidos en animales jovenes y
adultos-jovenes no difieren en gran magnitud, pero se observan mayores didmetros en los animales
en periodo reproductivo. Los resultados de las mediciones tubulares obtenidas en el grupo de
animales de edad avanzada se justifican con las observaciones de la linea germinal presente en los
tubulos seminiferos, dado que se observa que en los animales de edad avanzada hay un mayor
porcentaje de tubulos con la linea germinal depletada, lo que a su vez se traduce en una disminucion
del diametro tubular, de la altura del epitelio seminifero y un coincidente aumento del lumen
tubular. Estas alteraciones son una consecuencia directa de la pérdida de células germinales en
animales viejos, que en fendmenos fisioldgicos como la espermatogénesis se produce por la

apoptosis celular [51] y por la alteracion de la proliferacion celular [34].

5.1.3.- Mediciones nucleares

Las mediciones del didmetro nuclear indicaron que no existen diferencias mayormente
significativas entre los tres grupos de animales estudiados, en el tamafio nuclear de los

espermatocitos en preleptoteno, espermatocitos en paquiteno y espermatidas redondas.

Por su parte las espermatogonias tipo A poseen un nucleo ovalado, por lo que se midid

el diametro mayor (largo) y el menor (ancho/alto). Se evidencié que entre los tres grupos de
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animales no se observaron diferencias significativas en el didmetro nuclear mayor, sin embargo,
las mediciones indicaron que las espermatogonias A identificadas en los animales de 6 meses se
caracterizaban por tener un nlcleo mas “ancho/alto”, es decir, un ndcleo menos ovalado y mas
redondeado. Los resultados de las mediciones del didmetro nuclear mayor en las espermatogonias
tipo A difieren a los resultados que obtuvieron en este roedor Potocnjak y Bustos-Obregén [18],
quienes describieron a las espermatogonias A como células con un nacleo ovalado con un diametro
nuclear mayor inferior a los resultados obtenidos en este estudio. Esto se podria explicar en base a
que estos investigadores caracterizaron espermatogonias Ao (también llamadas células madre de
espermatogonias) y espermatogonias tipo A, y segun su descripcion citoldgica las espermatogonias
tipo Ao poseen un nucleo aproximadamente esférico. En cambio en este estudio las mediciones
nucleares se realizaron en espermatogonias tipo A en general, y no se caracterizaron
morfolégicamente espermatogonias Ao, 0 dicho de otro modo células madre de espermatogonias,
puesto que la identificacion y diferenciacion de los distintos tipos de espermatogonias A es bastante

confuso [12].

5.2.- RECUENTO CELULAR

Los resultados indicaron que el mayor promedio de células germinales y de células de
Sertoli se observd en el grupo de animales adultos-jévenes. Resultados levemente inferiores se
obtuvieron en el grupo de animales joévenes, donde el niUmero de espermatogonias tipo A no vario
significativamente en comparacion con los animales adultos-jévenes. Por su parte, en el grupo de
animales de edad avanzada se observd una disminucién notoriamente significativa en el recuento
de células germinales (recuentos crudos y corregidos), lo cual es concordante con los resultados
que obtuvieron Bustos-Obregén y Ramirez [36], quienes observaron una disminucién en el
recuento de células germinales en tabulos seminiferos en el estado V1 del ciclo de Octodon degus
de 5 afios. La disminucion en el nimero de células germinales en animales seniles también ha sido
observada en otros roedores como el hamster [38] la rata [35], asi como también este fenOmeno se
observa en humanos [37]. Ademas, segun los resultados obtenidos, se observo una disminucién
significativa en el numero de células de Sertoli en el grupo de animales de edad avanzada. La

pérdida de células germinales en animales viejos también se asocia a una disminucion en el nimero
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de células de Sertoli, debido a que estas cumplen una funcion de soporte a las células germinales
presentes en el epitelio seminifero [52]. De esta forma la disminucion en el recuento de células

germinales también se relacionaria a la pérdida de estas células somaticas.

Bustos-Obregén y Ramirez [36] determinaron el rendimiento de la meiosis de
espermatocitos en Octodon degus seniles (5 afios). Sus resultados indican un alto porcentaje de
pérdida de espermatidas redondas en animales viejos, mientras que en este estudio el porcentaje de
espermatidas perdidas es menor. Lo anterior se explicaria debido a la heterogeneidad de la muestra,
puesto que el grupo de animales abarcaba sujetos entre 2 a 6 afios. Aun asi se determind que en
contraste con los animales jovenes y adultos-jévenes el grupo de edad avanzada mostré un mayor

porcentaje de espermatidas perdidas, y por consiguiente un menor rendimiento de la meiosis.

La actividad espermatogénica se ve afectada por el proceso del envejecimiento. Los
resultados observados en los animales de edad avanzada son significativamente diferentes a los
que se aprecian en animales jovenes. Los procesos de proliferacion y apoptosis celular se ven
alterados notoriamente en los animales viejos [34, 35, 36, 50, 51, 53], manifestandose en cambios
morfologicos y cambios cuantitativos en la composicion normal de la celularidad presente en el
epitelio seminifero. En animales de edad avanzada la pérdida de células germinales es consecuencia
directa de la disminucién de la proliferacion espermatogonial y el aumento de la apoptosis celular,
traduciéndose en la deplecion de la linea germinal, disminucién del didmetro tubular, disminucién
de la altura epitelial y el aumento del lumen tubular. Sin embargo, resta por comprobar si esta

disminucion se debe a una menor actividad proliferativa o a un aumento en la muerte celular.

5.3.- CARACTERIZACION DE LA FASE DE PROLIFERACION
ESPERMATOGONIAL

Las células involucradas en la fase de proliferacion de la espermatogénesis son las
espermatogonias tipo A. Estudios realizados en rata por Clermont y Bustos-Obregon [8]
permitieron identificar cinco tipos de espermatogonias A: Ao, A1-As. Las espermatogonias Ao se
consideraron “células madre de reserva”, se caracterizaron como cé¢lulas individuales o pares de
células que estaban presentes en todos los estados del ciclo del epitelio seminifero. Las figuras

mitoticas rara vez se observan en estas células, por lo que se consideraron como células madre de
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reserva que no se dividen a menos que el epitelio fuese dafiado por agentes tdxicos. Por su parte el
“pool” activo de células que proliferan esta compuesto por las espermatogonias A1-As, donde el
periodo de “amplificacion gonial” comprende mitosis de estos tipos de espermatogonias A. De
acuerdo a este modelo, las espermatogonias A4 se dividen para formar nuevas espermatogonias Az
(auto-renovarse) o para dar lugar a espermatogonias In (diferenciacion). Por otra parte, estudios
realizados en ratas por Huckins [9] y en raton por Oakberg [10] en tubulos seminiferos montados
“in toto”, identificaron espermatogonias indiferenciadas que a su vez se clasifican en
espermatogonias As, Apr Y Aal de acuerdo a su disposicion topogréfica cerca de la membrana basal
del tubulo seminifero. Las espermatogonias As son definidas como células madres [8, 9, 54], las
espermatogonias Apr Y Aa como células proliferantes, y las espermatogonias Ai1-As4, In'y B como
células que se diferencian. Las espermatogonias indiferenciadas no siguen el patrén de division
sincrénico que muestran las espermatogonias diferenciadas (A1-B). Se distribuyen a lo largo del
epitelio seminifero y proliferan en determinados estados del ciclo [55], para posteriormente
diferenciarse en espermatogonias A1 que entran en la fase S del ciclo celular y dan lugar a
espermatogonias Az, que luego originan las Az, A4, In y B sucesivamente. En contraste con las
espermatogonias indiferenciadas, las espermatogonias diferenciadas (A1, Az, Az, A4, Intermedia 'y
B) se dividen de una manera sincronizada en estados especificos del ciclo del epitelio seminifero
[8, 55].

Ambos modelos que explican la fase de proliferacion espermatogonial indican la
existencia de espermatogonias A diferenciadas (A1-Aas) que proliferan en determinados estados del
ciclo del epitelio seminifero. Si bien ambos modelos de renovacion espermatogonial muestran
diferencias [12], concuerdan en la existencia de un patrén de divisiones sincronicas circunscritas a
estados especificos del ciclo, como consecuencia de la presencia de puentes intercelulares entre
estas células germinales producto de citocinesis incompleta [17]. Los puentes permiten compartir
productos génicos entre las células de un clon. Si se comparten productos de los genes en las células
adyacentes, las actividades celulares se sincronizan, lo que resulta en un desarrollo sincronizado
[56].

Luego de la proliferacion de espermatogonias indiferenciadas, estas se diferencian en
espermatogonias Az, las cuales experimentan cinco divisiones mitéticas hasta la formacion de

espermatogonias tipo B [12]. De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se determiné
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la frecuencia de aparicion de secciones circulares de tubulos seminiferos con presencia de figuras
mitdticas de espermatogonias. Se observaron “peaks” en la frecuencia de aparicion que se
manifestaron de igual manera en los tres grupos de animales analizados, las figuras mitéticas que
corresponderian a espermatogonias tipo A se observaron con mayor frecuencia en tabulos
seminiferos en los estados VIII, X, X111y Il mientras que figuras mit6ticas de espermatogonias In
fueron visualizadas en tabulos en el estado 1V, y en el estado V se observaron espermatogonias
tipo B en mitosis. Se observo que la frecuencia de aparicion de tabulos con figuras mitéticas de
espermatogonias es menor en los estados 1V y V, lo cual podria asociarse a la menor frecuencia en
que aparecen en los cortes histologicos y a la menor duracion de dichos estados [18]. La
caracterizacion de la fase proliferativa realizada tanto en ratas como en raton [9, 10, 55] se realizo
en base al estudio de tabulos seminiferos montados “in toto” de animales tratados con timidina
tritiada lo que permitio identificar celulas en la fase S del ciclo celular. En cambio en este estudio
la caracterizacion se realizo en base al estudio de la histologia testicular determinando la frecuencia
con que aparecen figuras mitdticas de espermatogonias en tabulos seminiferos, los resultados
obtenidos permitirian estimar los estados del ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus en
donde ocurren las divisiones mit6ticas sincronicas de las espermatogonias diferenciadas (A1-Aa).
Si bien estas células no se pueden diferenciar en base a su morfologia, se postula que podrian
diferenciarse entre si al determinar en qué estado del ciclo estan presentes [12] coincidiendo

ademas con el estado en el cual proliferan.

5.4.- CICLO DEL EPITELIO SEMINIFERO DEL OCTODON DEGUS

El ciclo del epitelio seminifero del Octodon degus consta de 13 asociaciones celulares
diferentes [18]. Dichas asociaciones se organizan graficamente en un mapa del ciclo compuesto
por filas y columnas de células germinales, donde en cada alineacién vertical (columna) se sitdan
las células germinales mas inmaduras en la parte inferior del mapa y a las mas maduras en la parte
superior [7]. El proceso de la espermatogénesis se interpreta en un mapa de ciclo al observar
horizontalmente de izquierda a derecha la progresion de las celulas germinales presentes en las

filas del mapa.
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El método histoquimico del acido peryodico-Schiff (PAS) permite identificar los
distintos estados del ciclo en base a los cambios que experimenta el sistema acrosomico de las
espermatidas en la fase de la espermiohistogénesis. Este método histoquimico resultd ser
fundamental para la identificacion de las distintas asociaciones celulares y la re-elaboracion del
mapa del estado del ciclo seminifero del Octodon degus con fotomicrografias.

De esta forma el envejecimiento afecta la actividad espermatogénica, manifestandose
cambios en la morfologia de los tabulos seminiferos que se relacionan con una disminucion en el
namero de las poblaciones celulares. Dichos cambios se explicarian en base a la alteracion de

procesos de proliferacion celular y apoptosis.

La caracterizacion de la fase de proliferacién espermatogonial realizada en base a la
determinacion de “peaks” en la frecuencia de aparicion de figuras mitoticas de espermatogonias
asociadas a un determinado estado de ciclo, podrian considerarse como una estimacion de los
estados especificos del ciclo en donde ocurren las divisiones sincronicas de las espermatogonias.
Sin embargo, la interpretacion de estos resultados deberia sustentarse en un estudio mas amplio
que contemple un mayor nimero de muestras, en conjunto con la adicion de otras metodologias
analiticas como lo es la determinacién del indice mitdtico presente en cada estado de ciclo en
particular, lo cual permitiria realizar un anélisis mas detallado. Aun asi los resultados obtenidos en
este estudio podrian ser considerados en futuras investigaciones centradas en el periodo de
proliferacion espermatogonial en Octodon degus con la inclusion de otros métodos de analisis.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

La disminucion del diametro tubular, altura epitelial y el aumento del lumen tubular
observada en animales de edad avanzada se asociaria a un menor recuento celular y a la

disminucion de la actividad espermatogénica.

El aumento del didmetro tubular, altura epitelial y reduccién del lumen tubular
observada en animales jovenes se relacionaria con una mayor celularidad y una mayor actividad

espermatogénica.

El mayor porcentaje de tabulos seminiferos con la linea germinal depletada observada
en animales de edad avanzada es coincidente con la disminucion del recuento de células germinales

y de Sertoli, y se vincularia con una disminucion en la actividad espermatogénica.

Las variaciones morfoldgicas descritas reflejarian la actividad espermatogénica del

Octodon degus, y representarian el efecto que tiene el envejecimiento sobre la espermatogénesis.

Los “peaks” en la frecuencia de aparicion de mitosis espermatogonial, indicarian una
estimacion de los estados del ciclo del epitelio seminifero donde se producen las divisiones

sincrénicas de los diferentes tipos de espermatogonias.

La fase de proliferacion espermatogonial en Octodon degus esta caracterizada por
divisiones sincrénicas de espermatogonias diferenciadas, asi las espermatogonias A; se dividirian
en el estado VIII, A2 en X, Azen XIIl, Azen ll, Inen IV, y B en el estado V.
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo procesador de tejidos

1. ETOH 80% 1h15
2. ETOH95% I 1h15
3. ETOH 95% II 1h15
4. ETOH 95% IlI 1h15
5. Mezclal 1h15
6. Mezclall 1h15
7. Butanol | 8h

8. Butanol Il 8h

9. Butanol Il 8h
10. Paraplast Plus | 10 h
11. Paraplast Plus 11 10 h

12. Paraplast Plus 11l 11h



Anexo 2: Protocolo de desparafinacién e hidratacion

1. Xilol 5 min.
2. Xilol 5 min.
3. Xilol 5 min.
4. Alcohol 100% 5 min.
5. Alcohol 100% 5 min.
6. Alcohol 100% 5 min.
7. Alcohol 95% 5 min.
8. Alcohol 95% 5 min.
9. Alcohol 80% 5 min.
10. Alcohol 70% con Li.COs3 5 min.
11. Alcohol 70% 5 min.
12. Agua destilada 5 min.

13. Agua destilada 5 min.



Anexo 3: Método Tricrémico de Arteta

Desparafinar e hidratar.
Hematoxilina de Harris por 75 seg.
Lavar en agua corriente por 10 min.
Lavar con agua destilada por 5 min.
Eritrosina-Orange G por 30 min.
Lavar en agua destilada por 5 min.

Lavar en agua destilada por 5 min.
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Azul de anilina por 75 seg.

10. Deshidratar y aclarar:

Alcohol 95% por 1 min.
Alcohol 95% por 1 min.
Alcohol 95% por 1 min.
Alcohol 100% por 5 min.
Alcohol 100% por 5 min.
Alcohol 100% por 5 min.
Xilol por 5 min.

Xilol por 5 min.

Xilol por 5 min.

10. Montaje en resina sintética (Entellan).

Acido Fosfottingstico 0,5% por 10 min.
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Anexo 4: Método Histoquimico PAS-Hematoxilina

Soluciones:
a) Acido peryédico: 0,5 g de Acido peryddico

100 ml de agua destilada

b) Reactivo de Schiff: 1 g de Fucsina basica
200 ml de agua destilada
20 ml de &cido clorhidrico 1 N
1 g de metabisulfito de sodio o potasio

0,2 g de carbon activado

Disolver 1 g de fucsina basica en 200 ml de agua destilada hirviendo, dejar enfriar a 50 °C, filtrar,
agregar 20 ml de Acido clorhidrico 1 N, enfriar a 25 °C agregar 1 g de metabisulfito de sodio o
potasio, agregar 0,2 g de carbdn activado. Dejar reposar la solucién en la oscuridad durante 24 h.

Se debe almacenar refrigerada en un frasco ambar.

Desparafinar e hidratar.

Acido peryodico por 10 min.

Lavar en agua corriente por 5 min.
Lavar en agua destilada por 5 min.
Reactivo de Schiff por 35-40 min.
Lavar en agua corriente por 10 min.
Hematoxilina de Harris por 10 min.

Virar en agua corriente por 10 min.
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Deshidratar y aclarar



Alcohol 95% por 1 min.
Alcohol 95% por 1 min.
Alcohol 95% por 1 min.
Alcohol 100% por 5 min.
Alcohol 100% por 5 min.
Alcohol 100% por 5 min.
Xilol por 5 min.

Xilol por 5 min.

Xilol por 5 min.

10. Montaje en resina sintética (Entellan).
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