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Se han reportado casos de esterilidad masculina en seres humanos
portadores de fusiones Robertsonianas. En este trabajo se estudio el deterioro
espermatogénico y la participaciéon de las vias apoptoéticas en dos modelos
animales de ratones machos: hibridos subfértiles (hembras CD1 x machos
Milano Il) de 5 meses de edad e hibridos infértiles (hembras Graomys
griseoflavus x machos Graomys centralis) de 1, 2 y 3 meses de edad, con
fusiones Robertsonianas. La presencia de apoptosis se estudié mediante
inmunohistoquimica y andlisis de Western blots de las moléculas pro-
apoptéticas Fas, Fas-L, Bax, citocromo ¢ y caspasa-3, y calbindina D,gx como
molécula antiapoptoética. La fragmentacion del ADN se analiz6 mediante la
técnica de TUNEL. La ultraestructura testicular se visualizé por microscopia
electronica. Los resultados revelaron que la morfologia y las asociaciones
celulares del epitelio seminifero fueron anormales en los ratones hibridos
Robertsonianos, con un mayor deterioro en los hibridos infértiles. Un intenso
proceso apoptético se observéd en los tubulos seminiferos del estadio XII en
los hibridos subfértiles, principalmente en los espermatocitos en metafase.
Estos espermatocitos también mostraron redistribucion de Bax y citocromo c.
Los ratones hibridos infértiles presentaron mayor mortalidad de células
germinales, con arresto de la espermatogénesis en estadios pre-meioéticos. La
apoptosis de las células germinales se produjo especialmente a nivel de los
espermatocitos en paquitene, no llegandose en ningin caso a la
espermatogénesis completa. Los espermatocitos de los tres grupos de
animales Graomys de 1 mes de edad fueron positivos para todos los
marcadores apoptoticos. En los parentales, esta expresion disminuyd a los 2 y

3 meses, mientras que permanecié elevada en los testiculos de los hibridos.
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El porcentaje de espermatocitos en paquitene TUNEL (+) alcanzé en los
hibridos un valor de 78% y 44% a los 2 y 3 meses de edad, respectivamente.
El estudio ultraestructural reveld6 en ambos hibridos abundantes
espermatocitos con mitocondrias alrededor del nucleo, membrana nuclear
alterada y condensaciones de la cromatina compatibles con caracteristicas
apoptodticas. Estos datos sugieren que la via apoptoética intrinseca esta
involucrada en la muerte de los espermatocitos de los ratones hibridos.
Ademas, la alta expresion de Fas, Fas-L y caspasa-3 indica que la via
extrinseca estaria involucrada en una manera dependiente de caspasa en la
muerte de las células germinales de los ratones hibridos infértiles. En los
hibridos subfértiles e infértiles, calbindina se expresé principalmente en
espermatocitos de tubulos en donde ocurrié la masiva muerte celular por
apoptosis. Sin embargo, la colocalizacion de calbindina con los distintos
marcadores apoptoticos fue muy limitada. La mayor expresion de calbindina
en células germinales de los ratones hibridos con rearreglos Robertsonianos,
tanto subfértiles como infértiles, podria ser un mecanismo de proteccion contra
la apoptosis de la progenie espermatogénica, sin embargo no logra prevenir
totalmente la muerte celular desencadenada por las alteraciones

cromosomicas.
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SUMMARY
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There have been reported cases of male infertility in humans carrying
Robertsonian fusions. In this work, the spermatogenic impairment and the
involvement of apoptotic pathways in two animal models of male mice with
Robertsonian fusion were studied. Testes from subfertile hybrids (CD1 females
x Milano Il males) of 5 months old and infertile hybrids (Graomys griseoflavus
females x Graomys centralis males) at 1, 2 and 3 months of age were
analyzed. The presence of apoptosis was studied by immunohistochemistry
and Western blots analysis of the proapoptotic molecules Fas, Fas ligand, Bax,
cytochrome ¢ and caspase-3 and calbindin D,gx as an antiapoptotic molecule.
DNA fragmentation was detected by using the TUNEL technique. Testicular
ultrastructure was visualized by electron microscopy. The results reveal that
the morphology and cellular associations of the seminiferous epithelium were
abnormal in Robertsonian hybrid mice, with a further deterioration in infertile
hybrids. An intense apoptotic process was observed in seminiferous tubules at
stage XIllI in subfertile hybrids, mainly in the metaphase spermatocytes. These
spermatocytes also showed redistribution of Bax and cytochrome c. Infertile
hybrid mice showed higher mortality of germ cells, with arrest of
spermatogenesis in pre-meiotic stages. The germ cell apoptosis occurred
particularly at the stage of pachytene spermatocytes not reaching, in any case,
the complete spermatogenesis. Spermatocytes of the three groups of animals
Graomys at 1 month of age were all positive for apoptotic markers. In the
parental cytotypes, the expression of the apoptotic molecules decreased at 2
and 3 months, while remaining high in the testes of hybrids. The percentage of
TUNEL (+) pachytene spermatocytes in hybrids reached a value of 78% and

44% at 2 and 3 months of age, respectively. The ultrastructural study revealed
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in both hybrids abundant spermatocytes with mitochondria around the nucleus,
altered nuclear membrane and chromatin condensation consistent with
apoptotic features. These data suggest that the intrinsic apoptotic pathway is
involved in the death of spermatocytes in hybrid mice. Moreover, the high
expression of Fas, Fas ligand and caspase-3 indicate that the extrinsic
pathway would be involved in a caspase-dependent manner in the death of
germ cells of infertile hybrid mice. In subfertile and infertile hybrids, calbindin
was expressed mainly in spermatocytes of tubules, where massive cell death
occurred by apoptosis. However, the colocalization of calbindin with different
apoptotic markers was very limited. Most of calbindin expression in germ cells
of hybrid mice with Robertsonian rearrangements, both subfertile and infertile,
could be a protective mechanism against apoptosis of spermatogenic progeny;
however, it can not completely prevent cell death triggered by chromosomal

abnormalities.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

Apaf-1: factor de activacion de la proteasa apoptotica.
Ca*?: calcio i6nico.

CB: calbindina.

DAB: tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina.
FADD: dominio de muerte asociado a Fas.

GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

G. centralis: Graomys centralis.

G. griseoflavus: Graomys griseoflavus.

IAPs: proteinas inhibidoras de apoptosis.

ITS: sitios teloméricos intersticiales.

M. domesticus: Mus musculus domesticus 6 Mus domesticus.
NF-kappaB: factor nuclear kappa B.

PARP: poli (ADP-Ribosa) polimerasa.

PBS: buffer fosfato salino.

PMSEF: fluoruro de fenilmetanosulfonilo.

Raidd: proteina homologa a la proteina CED-3 que interactia con el receptor
y que posee dominio de muerte.

Rb: Robertsoniano/a.

SDS: dodecilsulfato sodico.

Smac: segundo activador de caspasas derivado de mitocondria.
TdT: deoxinucleotidil terminal transferasa.

TNF: factor de necrosis tumoral.

Tradd: dominio de muerte asociado al receptor de TNF.

TUNEL: Terminal deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling.
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INTRODUCCION
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La infertiidad masculina puede estar asociada a anomalias
cromosomicas constitucionales (25). Numerosas fuentes de estudios
citogenéticos en varones infértiles documentan que entre el 10 y 15% tienen
anomalias cromosdémicas constitucionales (95). Los rearreglos cromosémicos
estructurales balanceados representan aproximadamente el 20% de todas las
anomalias cromosOmicas. Las mas frecuentes son las translocaciones
Robertsonianas (Rb), las translocaciones reciprocas y las inversiones. Todas
ellas se caracterizan por expresar esterilidad y/o infertilidad en vida adulta. Si
bien adn no se conocen los motivos por los cuales causan infertilidad, se las
relaciona con los disturbios de la sinapsis de los cromosomas homadlogos que
ocasionarian diferentes grados de detencion en el proceso meibtico, que
conducirian a azoospermia u oligospermia y, de acuerdo con las posibilidades
de segregacion anormal, podrian originar gametos anormales responsables
de abortos o nacidos malformados (95).

En seres humanos se han reportado casos de esterilidad en pacientes
portadores de translocaciones Rb, como por ejemplo las fusiones
cromosomicas Rb (13;14), Rb (14;21), Rb (14;22), Rb (14;15), Rb (13;15), Rb
(21;22) y se ha sugerido que dichas translocaciones podrian afectar el
proceso de espermatogénesis, causando problemas en la fertilidad (4, 31, 90,
36, 13). Bacetti y col. (4) han analizado por microscopia electrénica
espermatozoides de hombres estériles portadores de la fusion Rb (14;22)
observando morfologia anormal del esperma, a causa del efecto de las
translocaciones sobre la diferenciacion de los espermatozoides y su

desarrollo.
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Debido a que existen pocos estudios histolégicos y moleculares de los
efectos de estas mutaciones sobre la espermatogénesis, en el presente
trabajo se realiza un andlisis de los procesos apoptéticos involucrados en las
alteraciones de la gametogénesis en dos modelos de ratones machos que
producen hibridos subfértiles o infértles y que presentan rearreglos
cromosomicos Rb. Como se menciond previamente, en humanos portadores
de translocaciones Rb existen alteraciones en la espermatogénesis. Estudios
en animales pueden contribuir al conocimiento de dichas alteraciones
reproductivas que presentan los humanos portadores de fusiones

cromosomicas Rb.

La espermatogénesis es un proceso complejo, el cual comprende la
proliferacion mitética de las espermatogonias, divisiones meioticas de
espermatocitos y la diferenciacion de las espermatides haploides a
espermatozoides, e involucra un balance controlado entre proliferacion y
muerte celular (75). Consecuentemente, los tdbulos seminiferos se
caracterizan por asociaciones celulares tipicas de varias progenies de células
germinales (cada una en un diferente estado de diferenciacion), conocidas
como estadios del ciclo espermatogénico. La duraciébn del ciclo
espermatogénico, asi como el patron y el nimero de asociaciones celulares
varia enormemente entre las especies, habiéndose descripto para muchos
mamiferos (71, 89, 122, 57, 12, 61, 67). En el raton domeéstico (Mus musculus
domesticus) se han evidenciado doce estadios o0 asociaciones celulares de
maduracion del epitelio seminifero (espermatogénesis), con una composicion

celular constante en cada estadio (89, 105). Esta clasificacion esta basada
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principalmente en los cambios de morfologia de las espermatides durante los
diferentes estadios de la espermiogénesis. La espermiogénesis se puede
dividir mediante un criterio morfolégico en varios pasos de desarrollo, basados
inicialmente en la forma del acrosoma y mas tardiamente en la forma de la
cabeza de la espermatide y en el grado de condensacion de la cromatina
(105).

La infertilidad o los desordenes testiculares pueden aparecer cuando el
balance de la espermatogénesis no esta regulado correctamente (42, 43, 35).
Hay muchas causas diferentes de alteracion de la regulacion entre
proliferacion y muerte celular a lo largo de la espermatogénesis. Sin embargo,
un cariotipo normal es un prerrequisito esencial para la espermatogénesis, ya
gue reordenamientos estructurales del cariotipo producen efectos perjudiciales
en este proceso (99, 132).

Estudios citogenéticos realizados en mamiferos han demostrado que
aquellos animales que poseen rearreglos en su cariotipo presentan fertilidad
alterada (55, 4). El dafio causado por estos rearreglos cromosémicos en el
proceso espermatogénico depende de una serie de factores tales como el
numero de fusiones Rb o la incompatibilidad génica (22, 50, 77, 112, 135). Las
fusiones Rb son reordenamientos cromosomicos que implican una fusion
céntrica de dos cromosomas telocéntricos o acrocéntricos para formar un
Unico cromosoma metaceéntrico, lo que determina una disminucién del nimero
haploide (103). Algunas translocaciones implican la pérdida de un centrobmero
de uno de los elementos acrocéntricos, mientras que otras simplemente
implican la fusion de dos regiones paracentroméricas generando cromosomas

metacéntricos dicéntricos. El eponimo se refiere a Rees B. Robertson (103)
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qguien concluy6, a partir de un estudio de cariotipos de saltamontes, que un
tnico cromosoma en forma de V en un individuo o especie correspondia a dos
cromosomas separados en otro individuo. Cincuenta afios mas tarde, Léonard
y Deknudt (74) descubrieron, en una cepa de laboratorio, un ratén con 38
cromosomas con un par de cromosomas metacéntricos. En el mismo afio,
Evans y col. (39) refirieron otra translocacion en ratones de laboratorio. Afios
después, Miller y col. (81) identificaron los cromosomas acrocéntricos
incorporados en estos cromosomas metacéntricos, lo cual indicaba que la
translocacion encontrada por Léonard y Deknudt correspondia a la union de
los cromosomas 6 y 15, y la hallada por Evans y col. a la fusiébn de los
cromosomas 9y 19.

Aunque las causas que dan lugar a estas fusiones no son claras,
parece ser que los telémeros juegan un papel muy importante en este tipo de
mutaciones (118). Los teldmeros son estructuras especializadas, situadas en
los extremos de los cromosomas, que se requieren para el mantenimiento de
la estabilidad y la integridad de éstos (138). Como consecuencia, un
prerrequisito para la formaciéon de las fusiones Rb deberia ser la eliminacién o
inactivacion de los telémeros. En las poblaciones naturales del ratén
doméstico, los telébmeros del brazo p (brazo corto del cromosoma en
contraposicion al brazo largo o brazo ) son eliminados por rotura
cromosomica antes de la formacién de la fusién Rb (44, 87). Ademas, otros
autores sugieren que el acortamiento del telémero inducido por el gen mutado
de la ARN telomerasa, en la linea germinal del ratén, da lugar a la pérdida del
telomero y a elevadas frecuencias de fusiones Rb en las células soméaticas de

esta especie (11). Por el contrario, en un gran nimero de especies, se han
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mencionado  sitios  teloméricos intersticiales  (ITS) en regiones
pericentroméricas de cromosomas metaceéntricos (80), lo cual sugiere que la
presencia de fusiones Rb, sin la pérdida de los telémeros, podria deberse a la
inactivacion de éstos.

Las fusiones Rb son el tipo de reordenamiento cromosomico
mayoritariamente encontrado entre especies y es de gran importancia en la
evolucion del cariotipo de los mamiferos (87). Sin duda, una de las especies
mas estudiadas por su diversidad en razas cromosomicas es el raton
doméstico, Mus musculus domesticus 6 Mus domesticus (141, 6, 52, 113, 18,
19, 16).

El cariotipo estdndar de M. domesticus es de 2n = 40, con 19 pares de
cromosomas acrocéntricos y la pareja de cromosomas sexuales. Se cree que
este cariotipo es el ancestral de todas las variantes cromosOmicas que se
pueden localizar en M. domesticus desde las Islas Orcadas a las costas del
norte de Africa (7, 52, 85). En M. domesticus se produce frecuentemente
reduccion del numero diploide debido a la presencia de translocaciones Rb.
Se ha descrito una amplia gama de fusiones entre los diferentes cromosomas,
pudiéndose identificar numeros diploides comprendidos entre 22 y 39. Tan
so6lo los cromosomas sexuales no se han encontrado fusionados nunca en la
especie en su estado natural. La translocacion Rb se denomina segun los
cromosomas que la forman, asi un metacéntrico resultante de la fusion entre
los cromosomas 5y 12 recibe el nombre de Rb (5;12). La primera descripcion
de una fusion Rb en Mus domesticus data de 1967 en linajes de laboratorio
(39, 74). Las primeras fusiones estudiadas en poblaciones salvajes de raton

doméstico fueron descritas por Gropp y col. (47). Estos animales que se
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hallaron en el este de Suiza tenian 26 cromosomas, de los cuales siete
parejas fueron del tipo metacéntrico (Rb (1;3), Rb (4;6), Rb (5;15), Rb (8;12),
Rb (9;14), Rb (11;13), Rb (16;17)) y 6 parejas del tipo acrocéntrico (47). Esta
primera demostracion de la existencia de fusiones Rb en el raton doméstico
fue la precursora del inicio de importantes estudios evolutivos (14, 106, 86) y
de investigaciones biomédicas que utilizan a los cromosomas Rb como
marcadores genéticos de polimorfismo (49, 54, 23). Estudios posteriores
demostraron que esta reduccion en el nimero cromosémico atribuible a la
presencia de fusiones Rb no estaba limitada a ese lugar, sino que también se
extendia a otras poblaciones de ltalia y Suiza (48, 17), asi como a otros
paises (2, 6, 65, 16, 51). La relacion de fijacion de las fusiones Rb en M.
domesticus es de por lo menos dos 6rdenes de magnitud mayor que en otras
especies de mamiferos (70, 86). Ademas, se ha confirmado que las fusiones
Rb aparecen en M. domesticus de forma espontanea en cepas de laboratorio
(39, 74). Asi, se considera que estas translocaciones son la fuente mas
importante de diversidad cromosémica en el ratbn doméstico. Las poblaciones
Rb estan normalmente rodeadas por areas ocupadas por ejemplares de
2n=40 (cariotipo estandar). Cuando dos poblaciones con distinto nimero
cromosomico entran en contacto dan lugar a zonas hibridas (121, 28, 111,
107). Estas se caracterizan por tener un nimero cromosémico comprendido
entre las dos poblaciones que las han generado y por la presencia de
individuos con diferentes condiciones de heterocigosidad para las fusiones
Rb.

El género Graomys comprende un grupo de roedores distribuido en

América del Sur, desde Paraguay, Brasil, Bolivia hasta Santa Cruz en
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Argentina (84, 69). En poblaciones de Graomys de distintas regiones del pais
se han hallado polimorfismos cromosomicos que determinan diferentes
nameros diploides. En el sudoeste de la provincia de Catamarca, noroeste de
La Rioja, norte y centro de Mendoza, sur de Buenos Aires y centro de La
Pampa se han hallado ejemplares con complementos diploides 34, 35, 36, 37
0 38, mientras que en el norte y centro de Coérdoba y sudeste de la provincia
de La Rioja se capturaron individuos con 2n = 41-42 (92, 104, 139, 123, 127).
El area de distribucion de los citotipos 2n = 34-38 corresponde
preferentemente a la region fitogeografica llamada “Monte” mientras los de
citotipos 2n = 41-42, se hallan en la region del “Espinal” y “Chaco Occidental’
(123). Los individuos con diferentes citotipos son morfolégicamente
indistinguibles.

Un estudio citogenético realizado por Zambelli y col. (139) mostré que
los citotipos 2n = 34-38 son generados por una serie de fusiones
cromosomicas a partir del citotipo 2n = 42. Las fusiones Rb entre los pares de
cromosomas 15y 17 (Rb 15;17) y 16 y 18 (Rb 16;18) producen dos pares de
cromosomas largos submetacéntricos en individuos con 2n = 38. El citotipo 2n
= 36 muestra una tercera fusion entre los pares 1y 6 (Rb 1;6); el citotipo 2n =
37 es heterocigota para esta ultima fusion. El citotipo 2n = 34, presenta una
cuarta fusién entre los pares 2 y 5 (Rb 2;5), siendo el citotipo 2n = 35
heterocigota para esta fusion.

Los animales que tienen los complementos cromosémicos 2n = 34-38
son interfértiles, lo que indica que pertenecen a una especie cariotipicamente
polimérfica llamada por Theiler y Blanco (123) “complejo 2n = 34-38”. Al

analizar las relaciones entre las diferentes formas, se ha demostrado la
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existencia de una serie de barreras reproductivas entre el citotipo 2n =42 y el
complejo 2n = 34-38 que incluyen mecanismos de aislamiento tanto post-
cigbéticos como pre-cigéticos (123, 125). El aislamiento post-cigético es
asimétrico, los apareamientos entre machos 2n = 42 y hembras 2n = 34-38
producen hibridos con complementos diploide 38, 39 6 40. En los
cruzamientos reciprocos no se obtiene descendencia. El 77% de las hembras
y el 100% de los machos hibridos son estériles. El 23% remanente de las
hembras hibridas muestran una disminucion drastica en la fertilidad si se las
compara con las hembras no hibridas. Ninguna descripcion sobre el arresto
de la espermatogénesis en los hibridos machos Graomys esta presente en la

literatura.

Existen también barreras reproductivas pre-copulatorias: 1) de tipo
etoldgico: las hembras 2n = 42 no copulan con los machos 2n = 34-38 y, en
caso de hacerlo, hay reabsorcion embrionaria; 2) reconocimiento olfatorio:
tanto las hembras del complejo 2n = 34-38 como las 2n = 42 tienen capacidad
para reconocer a los machos mediante el olfato, y muestran una marcada
preferencia por machos con citotipos compatibles. La capacidad
discriminatoria de las hembras se manifiesta solamente durante el estro, lo
gue sugiere que esta relacionada con el reconocimiento pre-copulatorio (124).

En base a la evidencia mencionada, Theiler y Blanco (123) propusieron
que el complejo 2n = 34-38, y el citotipo 2n = 42 constituyen dos especies
completamente separadas. Theiler (126) ha propuesto conservar el hombre
especifico Graomys griseoflavus (G. griseoflavus) para el complejo 2n = 34-38
y denominar Graomys centralis (G. centralis) a la especie 2n = 42. Como las

Tesis Doctoral de: VALERIA ANDREA RODRIGUEZ




dos especies son morfolégicamente indistinguibles, la Unica manera de
determinar la pertenencia de un individuo a una de ellas es determinando su
namero diploide.

Estudios filogenéticos basados en determinaciones de citocromo b y
fragmentos del asa D (D-loop) del ADN mitocondrial mostraron que los
individuos con 2n = 41-42, pertenecientes a G. centralis, forman un “clado”
(conjunto de especies con un antepasado comun) separado de los individuos

con 2n = 34-38, pertenecientes a G. griseoflavus (21).

El estudio de la espermatogénesis en heterocigotos Rb ha demostrado
gue tanto los estadios pre-meibticos como los meidticos estan alterados y que
estas alteraciones son mas importantes en los heterocigotos multiples que en
los simples. Tres fases principales parecen particularmente sensibles y
pueden explicar el deterioro de la espermatogénesis en cualquier estadio del
proceso y la aparicion de estadios atipicos. Una primera fase es a nivel pre-
meidtico, cuando el nimero de espermatogonias proliferativas se reduce (99).
Una segunda fase se produce a nivel meidtico, en la que la mayoria de
espermatocitos en paquitene son incapaces de seguir unos patrones de
citodiferenciacion normales (99). Finalmente, una tercera fase de alteracion
del proceso se da a nivel de la espermiogénesis, cuando las espermatides
experimentan cambios morfolégicos vy fisioldgicos, pudiéndose producir una
reduccion drastica en el nimero de espermatides, relacionado con una alta
proporciéon de espermatides aneuploides que aparecen después de la

segunda division meidtica (100).
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A pesar de que se han realizado estudios sobre las consecuencias de
la presencia de las fusiones Rb durante la meiosis en el raton domeéstico (5,
40, 20), existe poca informacion sobre los efectos de estas mutaciones sobre
la espermatogénesis en poblaciones naturales.

Garagna y col. (45) demostraron que la heterocigosis Rb introduce
cambios a gran escala en los territorios cromosomicos; ellos sugieren que la
nueva arquitectura puede tener cambios en la interaccion fisica de porciones
especificas del genoma que actian como factores epigenéticos en el control
de la expresion de genes tanto en células somaticas como germinales.

Merico y col. (79) han analizado el proceso de espermatogénesis en
ratones machos adultos que presentan rearreglos cromosomicos Rb. El
analisis de la espermatogénesis confirmd en los heterocigotas un deterioro en
el proceso espermatogénico debido a la muerte celular y a la alteracion de la
morfologia del esperma. Los ratones heterocigotas Rb mostraron un alto
porcentaje de tubulos seminiferos defectuosos, que contenian degeneracion
masiva de células meidticas y post-meidticas, con pocas espermatides. El
proceso de espermiogénesis también fue afectado en estos ratones, lo que

ocasiond la subfertilidad de los mismos.

La muerte celular por apoptosis en los testiculos es un proceso normal
para el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis, pero este mecanismo
se incrementa cuando existe infertilidad 6 alteracién de la espermatogénesis.
La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisioldgico
caracterizado por modificaciones morfolégicas y bioquimicas. Esta

estrictamente regulada mediante la activacibn secuencial de vias de
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transduccion de sefiales, perturbaciéon de la funcion de la membrana
mitocondrial causando la liberacién de proteinas intramitocondriales dentro del
citosol, y finalmente degradacion de la célula (140) (Fig. 1). Existen proteinas
llamadas antiapoptoticas que pueden promover la supervivencia de la célula
(Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl-1, Calbindina) y proteinas pro-apoptéticas
gue pueden acelerar la muerte celular (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid, Bik, Hrk,
Bok) (140, 1, 38). Los mecanismos de accion de los agentes apoptoticos,
tanto intracelulares como extracelulares, convergen para activar un grupo de
proteasas especificas denominadas caspasas, caracterizadas por presentar
cisteina en su sitio activo que rompen sus sustratos en un residuo de acido
aspartico, de lo que deriva su nombre (cisteinil-aspartato-proteasas) (140). Se
han descrito dos vias principales que conllevan a la apoptosis celular, la via
extrinseca o via del receptor de muerte, y la via intrinseca o via mitocondrial,
aunque existen evidencias que sugieren que en ciertos tipos celulares estas
vias deben interaccionar (101, 142). La via intrinseca de la apoptosis involucra
la liberacion de citocromo ¢ desde la mitocondria hacia el citosol, donde se
formara el “apoptosoma” por el ensamblamiento de Apaf-1 (“Apoptotic
protease-activating factor”, factor de activacion de la proteasa apoptoética) que
resulta en la activacién de la caspasa iniciadora 9 y la siguiente activacion
proteolitica de las caspasas ejecutoras 3, 6 y 7. Al activarse, estas caspasas
son luego involucradas en el clivaje de un set de proteinas, como poli (ADP-
Ribosa) polimerasa (PARP), laminina, actina y gelsolina, y causan cambios
morfolégicos de la célula incluyendo el nucleo (115, 136). Los miembros de
proteinas de la familia Bcl-2 juegan un rol importante en esta via apoptotica

dependiente de mitocondria, con proteinas que actlan como inductoras de
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apoptosis (ej. Bax) y proteinas que actian como supresoras de la muerte
celular (ej. Bcl-2) (1). También existe una proteina mitocondrial denominada
Smac (“Second mitochondria-derived activator of caspases”, Segundo
activador de caspasas derivado de mitocondria) o Diablo, la cual es liberada
desde la mitocondria al citosol siguiendo el estimulo apoptotico y promoviendo
apoptosis por inhibicion de las proteinas denominadas IAPs (“Inhibitor of

apoptotic protein”, proteinas inhibidoras de apoptosis) (32, 131).
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Fig. 1. Esquema representativo de las vias apoptoticas.

La via extrinseca involucra la participacion de receptores de membrana
para su activacion, tales como el receptor de muerte Fas (o CD95) y el del
factor de necrosis tumoral (TNF). La union de la proteina transmembrana Fas
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al ligando FasL (o CD95L) induce trimerizacion de receptores Fas, los cuales
reclutan a FADD (“Fas associated death domain”, dominio de muerte asociado
a Fas). El complejo Fas/FADD luego se une a la caspasa iniciadora 8 6 10 a
través de interacciones entre el dominio efector de muerte de FADD vy las
moléculas de caspasa. Dichas caspasas iniciadoras activan a las caspasas
ejecutoras 3, 6 y 7, las cuales conducen al desensamblaje celular. Ambas vias
convergen en la caspasa-3 y otras caspasas ejecutoras y nucleasas que
llevan a la fragmentacion del ADN nuclear, evento terminal de la muerte
celular programada (130). Algo similar sucede con el otro receptor de
membrana para TNF. Su porcidn intracelular conecta con proteinas como
Tradd (“TNF receptor associated death domain”, dominio de muerte asociado
al receptor de TNF) y Raidd (“receptor interacting protein ICH-1/CED-3
homologous protein with a death domain”, proteina homéloga a la proteina
CED-3 que interactia con el receptor y que posee dominio de muerte) que
activan a las caspasas iniciadoras.

Se ha demostrado que el sistema Fas puede estar involucrado en la
regulacion de la apoptosis de células germinales en testiculos de rata (24).
Lizama y col. (75) han puesto en evidencia que el sistema Fas produce
apoptosis en espermatocitos de la primera onda de la espermatogénesis en
rata. Cuando la apoptosis ocurre en los espermatocitos en paquitene como
resultado de estimulos tales como el calor o la deprivacion hormonal, parece
ser que solamente la via intrinseca apoptética estd estimulada (116). El
mecanismo independiente de caspasas disparado por activacion de calpainas
es otro mecanismo que se ha sugerido que participaria en la muerte por

apoptosis de células germinales (29). Los miembros de la familia p53 y las
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altas concentraciones de calcio intracelular también parecen ser importantes
reguladores de la muerte apoptética en células espermatogénicas (82, 94).
Mizuno y col. (83) han demostrado que la activacion del factor de transcripcion
NF-kappaB (“nuclear factor-kappa B”, factor nuclear-kappa B) est4 asociado
con la apoptosis de las células germinales en testiculos criptorquidios de rata
inducidos experimentalmente, lo cual sugiere que el NF-kappaB desempefia

ciertos roles en la apoptosis de las células germinales.

Existen algunas evidencias que sugieren que el calcio esta involucrado
en procesos que ocurren durante el desarrollo y funcién del espermatozoide
(117, 133). Proteinas dependientes de calcio, entre ellas calmodulina, son
expresadas durante la espermatogénesis en mamiferos, lo cual indica que el
calcio toma parte en esta regulacion (9). Sin embargo, los roles precisos del

calcio en la espermatogénesis no se han dilucidado totalmente.

Calbindina Dygk (CB) es una proteina citosolica con capacidad de
modular los niveles de calcio i6nico intracelular, y algunos autores le adjudican
una funcion citoprotectora (134, 96). Desde hace mucho tiempo se conoce
gue esta proteina se expresa en testiculo de rata y pollo en relacion temporal
con los procesos de espermatogénesis y de esteroidogénesis (58, 62). Se ha
demostrado que la vitamina D aumenta la expresién de CB en testiculos de
pollos, independientemente de los niveles séricos de calcio, fosforo y
testosterona (59). Estos autores sugieren que la vitamina D puede jugar un rol
a nivel molecular en la reproduccion de pollos machos via induccion de CB.

Sin embargo, el mecanismo de accién de la vitamina D y CB en reproduccion
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no esta bien dilucidado. Se ha atribuido a CB la funcion de proteger a las
células de insultos citotoxicos a través de su capacidad de “bufferizar’ la
elevacion del calcio iénico intracelular (78). En células tales como neuronas y
osteoblastos, se ha demostrado que CB protege de la muerte por apoptosis
modulando las variaciones de Ca*? intracelular o inhibiendo a la caspasa-3
(27). Proteinas que fijan Ca'® tales como parvalbimina, calrretinina,
calmodulina y recoverina, podrian jugar un papel similar al de CB. Su rol
como molécula que podria demorar la muerte celular y acelerar la proliferacion
celular se ha propuesto anteriormente (128, 98). Recientemente, Cui y col.
(30) al realizar un analisis protedmico en biopsias de testiculos humanos
tratados con undecanoato de testosterona, solo o en combinacion con
levonorgestrel, sugirieron que la parvalbumina podria proteger a las células

testiculares de la apoptosis y promover la sobrevida celular.
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Debido a que en los ratones heterocigotas Robertsonianos Mus
musculus domesticus se observa una masiva muerte de células germinales en
cada etapa de la diferenciacién celular y que el nUmero de espermatocitos en
paquitene disminuye significativamente desde el estadio | al Xl (79), se
propone la siguiente hipodtesis de trabajo: “Los rearreglos cromosémicos
alteran la expresion de genes que conducen a la apoptosis de células
germinales y, en forma directa o indirecta, producen mayor expresion del gen
de calbindina D,gx en determinadas células de la serie espermatogénica con

el propésito de evitar la muerte celular”.
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En base a las consideraciones que preceden, se propuso el siguiente
OBJETIVO GENERAL:

» Conocer los mecanismos pro y antiapoptoticos desencadenados por los

rearreglos cromosémicos Robertsonianos en testiculos de ratones.
Para ello se plantearon los siguientes OBJETIVOS ESPECIFICOS:
» Analizar los cambios morfolégicos estructurales y ultraestructurales de
los testiculos en ratones hibridos subfértiles e infértiles que resultan del

cruzamiento de ratones con distinto nimero cromosémico.

» Determinar la cascada de sefales apoptéticas desencadenada por los

rearreglos cromosomicos en testiculos de dichos animales.

» Demostrar un posible rol de calbindina D2gx como agente antiapoptotico

en testiculos de los mismos animales.
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MATERIAL Y METODOS
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon dos modelos animales experimentales de ratones
machos hibridos con fusiones Rb:

1) hibridos subfértiles (2n = 32, con ocho fusiones Rb en condicion
heterocigota) de 5 meses de edad surgidos del cruzamiento de ratones
hembras CD1 (2n = 40) y machos Milano Il 6 Mil Il (2n = 24, con ocho fusiones
Rb en condicion homocigota) de la especie Mus musculus domesticus
(provenientes de Lombardia, Italia);

2) hibridos infértiles (2n = 38, con cuatro fusiones Rb en condicion
heterocigota) de 1, 2 y 3 meses de edad obtenidos del cruzamiento de
hembras Graomys griseoflavus (G. griseoflavus) (2n = 34, con cuatro fusiones
Rb en condicién homocigota) y machos Graomys centralis (G. centralis) (2n =
42). Los ratones de la especie G. centralis se capturaron en el area de
Montecristo y Capilla de los Remedios (Cordoba, Argentina), los ratones G.
griseoflavus se capturaron en La Paz y Nacufian (Mendoza, Argentina), y los
hibridos se obtuvieron en el laboratorio “Dr. Cafias” de la Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Coérdoba.

Los ratones se mantuvieron en bioterio con temperatura controlada (25
+ 2°C), con un fotoperiodo de 12h luz: 12h oscuridad. El alimento y el agua se
ofrecieron ad libitum. El cariotipo de cada animal fue controlado a través de
preparaciones metafasicas obtenidas de médula 0sea (41). Se utilizaron tres a
cuatro individuos de cada grupo de ratones para cada experimento. Los

animales se sacrificaron por dislocacion cervical.
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ANALISIS MORFOLOGICO

Se estimaron las siguientes caracteristicas morfolégicas de los ratones
hibridos subfértiles, infértiles y sus respectivos parentales: largo corporal
(medida desde el extremo del hocico hasta el origen de la cola) (cm), largo de
la cola (cm), peso corporal (gr.), longitud testicular (cm) y peso testicular (gr.) a

diferentes edades.

HISTOLOGIA

Se obtuvieron los testiculos derechos de cada raton, los cuales se
fijaron en solucién de Bouin durante 4 horas. Luego, se realizaron una serie
de lavados con alcohol 70°. Los testiculos fijados se embebieron en paraplast
(Oxford Labware, Saint Louis, MO, USA) siguiendo el procedimiento
tradicional de inclusién en parafina, para lo cual se sometieron a una serie de
soluciones deshidratantes alcohdlicas (etanol 80° durante 1 hora y 15 minutos,
etanol 96° durante 1 hora y 30 minutos, dos pasajes de etanol 100° de 1 hora
cada uno y dos pasajes de acetona de 30 minutos cada uno) para finalizar
sumergiéndolos en paraplast a 55°C durante toda la noche. Por ultimo, con los
testiculos parafinizados se obtuvieron cortes tisulares seriados de 5 um de
espesor empleando un micrétomo de congelacion (Leica SM 2000 R, Leica
Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Alemania). Las secciones tisulares
se colocaron sobre portaobjetos especiales para inmunohistoquimica (HiFix

NH, InProt, Munro, Argentina).

Para el andlisis morfoldgico de las células germinales y la identificacion
de los estadios del epitelio seminifero se empleo la tincion de hematoxilina -

PAS (Periodic — Acid Schiff) (89).
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MICROSCOPIA OPTICA

Los preparados se analizaron con un microscopio LEICA Micro Star IV
(Leica Microscopy and Scientific Instruments Group, Buffalo, NY, USA) y se
obtuvieron microfotografias de las secciones tisulares empleando una video
camara digital LEICA DC180 (Programa Leica IM50 Image Manager, Leica,
Cambridge, Gran Bretafia). Se utilizé Adobe Photoshop CS como programa

de apoyo.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Para el analisis ultraestructural, los testiculos de los diferentes grupos
de ratones se fijaron por inmersion en una solucion de formaldehido al 4%
(V/IV) y glutaraldehido al 2% (V/V) en un buffer cacodilato de sodio 0,1 M a
4°C. Luego los tejidos fueron postfijados en una solucién de tetroxido de
osmio al 1% (P/V) en una solucion acuosa de ferrocianuro de potasio al 1,5%
y posteriormente incluidos en resinas epoxi. Para la concrecion de estos
estudios, los cortes y microfotografias electronicas se realizaron en el Centro
Microscopico Electrénico de la Universidad Nacional de Cérdoba (Dra. Cristina

Maldonado).

ENSAYO HORMONAL

Los niveles de testosterona sérica de los ratones Graomys hibridos y
parentales se midieron por inmunoquimioluminiscencia (ECLIA) (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania). No pudo realizarse este ensayo con los
ratones provenientes de ltalia, debido a la dificultad del envio de material
bioldgico.
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ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO
Antisueros empleados: En las diferentes tinciones realizadas se
emplearon los anticuerpos primarios que se detallan a continuacion, cuya
reactividad frente a los correspondientes epitopes de las proteinas de testiculo
de raton se comprobd previamente:
a) anticuerpo monoclonal de ratén anti-Fas humano (BD Pharmingen
Biosciences, San José, CA, USA).
b) anticuerpo policlonal de conejo anti-Bax de raton (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).
c) anticuerpo monoclonal de ratdén anti-citocromo ¢ de paloma (BD
Pharmingen Biosciences, San José, CA, USA).
d) anticuerpo monoclonal de ratén anti-calbindina D,gk de intestino de

pollo (SIGMA-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA).

En los ratones CD1, Milano Il y sus hibridos subfértiles se determiné la
expresion de las siguientes proteinas: Bax, citocromo ¢ y CB. En los ratones
Graomys hibridos y parentales ademas de las proteinas antes mencionadas

se determino la expresion de la proteina pro-apoptética Fas.

Técnica de inmunoperoxidasa en tres pasos sobre secciones
tisulares parafinizadas:

Se empled la técnica de inmunoperoxidasa en tres pasos utilizando el
sistema estreptavidina-biotina (Histostain-SP Kit, ZYMED Laboratories, Inc.,
San Francisco, California, USA) sobre tejidos parafinizados. Después de la

desparafinizacion (tres pasajes de xilol durante cinco minutos cada uno), las
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secciones se hidrataron e incubaron con H»O; al 0,5% diluido en metanol
(V/V) durante 10 minutos para reducir la actividad de la peroxidasa endégena.
Los preparados se lavaron con PBS (NaCl 0,15 M / NaH,PO4 2,6 mM,
Na,HPO, 7,4mM, pH 7,3) y se bloquearon los sitios de union inespecificos con
suero normal bovino (ZYMED Laboratories, Inc., San Francisco, CA, USA).
Luego, los anticuerpos primarios se aplicaron en diferentes diluciones:
anticuerpo anti-Bax (dilucion: 1:500), anti-citocromo c¢ (dilucién: 1:1000), anti-
Fas (dilucion: 1:500) y anti-calbindina Dogx (dilucion: 1:1000). Las
incubaciones con los anticuerpos primarios anti-Fas y anti-Bax se realizaron a
4°C durante toda la noche, mientras los anticuerpos anti-citocromo c y anti-CB
a 37°C durante 2 horas. Posteriormente, las secciones se lavaron con PBS y
se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado (ZYMED Laboratories,
Inc., San Francisco, CA, USA). A los 30 minutos, se incubaron con
estreptavidina peroxidasa-conjugada (ZYMED Laboratories, Inc., San
Francisco, CA, USA). Para revelar la actividad peroxidasa se usoO
tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina (DAB) (ZYMED Laboratories, Inc.,
San Francisco, CA, USA) en presencia de peroxido de hidrogeno. Las
secciones tisulares se contratifieron con hematoxilina (Biopur, Rosario,

Argentina) para una mejor visualizacion de su morfologia.

ANALISIS DE LA FRAGMENTACION DEL ADN

Técnica de TUNEL:

Para detectar la fragmentacion del ADN por endonucleasas enddgenas,
paso final de la muerte por apoptosis, se empled la técnica de TUNEL

(Terminal deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling) sobre
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secciones transversales de tubulos seminiferos de 5 um de espesor utilizando
el kit ApopTag Plus Peroxidase in situ Apoptosis Detection (Chemicon
International, Temecula, CA, USA). Las secciones se permeabilizaron por
incubacion con proteinasa K (20 pg/ml) (SIGMA-Aldrich, Inc., St. Louis, MO,
USA) durante 10 minutos, y luego se expusieron a H,O, al 3% durante 5
minutos para inhibir la peroxidasa enddgena. Posteriormente, se incubaron
con la enzima deoxinucleotidil terminal transferasa (TdT) durante 1 hora a
37°C, se lavaron con PBS, se incubaron con el conjugado anti-digoxigenina y
finalmente se revelaron con DAB (ZYMED Laboratories, Inc., San Francisco,
CA, USA). Las secciones se contratifieron con verde de metilo al 0,5% (P/V)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los controles negativos y
positivos se incluyeron en cada experimento. Los controles positivos se
establecieron usando preparados provistos por el mismo Kit. Las secciones
procesadas sin la enzima TdT en la reaccibn se usaron como controles
negativos.

Los resultados se analizaron en comparacioén con la inmuno-expresion
de CB en secciones tisulares paralelas realizadas segun la técnica descrita

anteriormente.

ANALISIS DE WESTERN BLOTS

Se realiz6 la técnica de Western blots con los testiculos izquierdos
(libres de la membrana albuginea) de ratones CD1, Milano I, hibridos
subfértiles, G. centralis, G. griseoflavus e hibridos infértiles para detectar la

expresion de Bax, citocromo ¢ y CB. En los ratones Graomys, ademas se
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determind la expresion de las siguientes proteinas: Fas y Fas-L de la via
apoptética extrinseca y, pro-caspasa-3 y caspasa-3 activa.

Homogeneizados de tejidos testiculares se prepararon con buffer de
lisis RIPA (radioinmunoprecipitacion) constituido por: dodecilsulfato sédico
(SDS) 1% (Amersham Biosciences, Gran Bretafia), Triton X-100 1%,
deoxicolato de sodio 0,5% en PBS, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1
mM (SIGMA-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) y NaF 1 mM. La suspension se
centrifugd a 13.000 g durante 10 minutos y la concentracion de proteinas se
determiné usando el método de Gornall y col. (46). Alicuotas de 50 ug de
proteinas se diluyeron en 12 pl de una solucién de disociacion constituida por:
SDS 5% P/V, B mercaptoetanol 10% V/V, Tris-HCI 0,5 M, glicerol 20% V/V y
azul de bromofenol 0,5% P/V. Las muestras se calentaron a 95°C durante
cinco minutos. A continuacién, las proteinas se separaron mediante
electroforesis en mini-geles desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS
(12%) segun la técnica de Laemmli (68), aplicando un voltaje constante de
120 V durante aproximadamente 2 horas. En el mismo gel se corrieron
proteinas estandares pretefiidas de peso molecular conocido (SIGMA-Aldrich,
Inc., St. Louis, MO, USA) distribuidas en un rango de peso molecular de 26 a
180 kDa. Posteriormente, se electrotransfirieron a hojas de nitrocelulosa de
0,45 uym de espesor (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durante 1 hora aplicando
un voltaje de 100 V y 350 mA de corriente de acuerdo con el procedimiento de
Towbin y col. (129). El buffer de transferencia estaba constituido por: Tris-HCI
25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,05% P/V y metanol 20% V/V. Para el bloqueo
de los sitios inespecificos, la membrana de nitrocelulosa se incub6 con un

agente bloqueante 2% (Amersham Biosciences, Gran Bretafia) en soluciéon
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Tris-Salina 0,5 M, pH 7,5 durante 1 hora y media. La inmunodeteccién de las
proteinas se realizé incubando la membrana durante toda la noche a 4°C con
los siguientes anticuerpos:
a) anticuerpo monoclonal de raton anti-Fas humano (BD Pharmingen
Biosciences, San José, CA, USA).
b) anticuerpo policlonal de conejo anti-Fas-L de rata (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).
c) anticuerpo policlonal de conejo anti-Bax de raton (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).
d) anticuerpo monoclonal de raton anti-citocromo ¢ de paloma (BD
Pharmingen Biosciences, San José, CA, USA).
e) anticuerpo monoclonal de conejo anti-caspasa 3 activa humano (BD
Pharmingen Biosciences, San José, CA, USA).
f) anticuerpo monoclonal de raton anti-calbindina D,gx de intestino de

pollo (SIGMA-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA).

Luego de tres lavados, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario biotinilado a 37°C durante 1 hora y posteriormente se afiadid la
estreptavidina peroxidasa-conjugada (Histostain-SP Kit, ZYMED Laboratories,
Inc., San Francisco, CA, USA) durante 30 minutos a temperatura ambiente. En
todos los casos, la deteccion se realizo revelando la actividad peroxidasa en
presencia de perdxido de hidrogeno con DAB (ZYMED Laboratories, Inc., San
Francisco, California, USA) como cromdgeno, hasta la aparicion de las bandas
de color marrén (5-10 minutos); la reaccién se detuvo con agua destilada. Los

anticuerpos monoclonales anti-gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa
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(GAPDH) de raton (SIGMA-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) y anti-actina de
rata (SIGMA-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) se usaron para detectar las
proteinas GAPDH vy actina utilizadas como marcadores para normalizar la
expresion relativa de otras proteinas.

Se obtuvieron densidades Odpticas relativas de las bandas
inmunorreactivas empleando un programa KS Lite 2.0 (Kontron Elektronik,
Eching, Alemania) sobre imagenes digitales de las membranas de

nitrocelulosa.

ANALISIS ESTADISTICO

Se seleccionaron al azar cinco secciones de cada testiculo para los
estudios inmunohistoquimicos y el ensayo de TUNEL. Un tabulo seminifero
por seccion testicular se considerd apoptotico (tubulo TUNEL (+)) cuando se
hallaron 2 o0 méas células TUNEL (+) presentes dentro del epitelio seminifero
(33). Dos secciones seriadas se trataron con dos diferentes anticuerpos (CB y
Fas, CB y Bax, CB y citocromo c) o con el anticuerpo anti-CB y TUNEL, para
comparar y analizar la colocalizacion de los diferentes marcadores. Dos
operadores independientes observaron las secciones seriadas y realizaron los
conteos de células y tubulos seminiferos bajo el microscopio.

Los resultados se evaluaron estadisticamente mediante ANOVA a una
via seguido del test de Bonferroni que se emple6 como test post-hoc. Las

diferencias entre grupos se consideraron significativas a P < 0,05.
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RESULTADOS
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RATONES MUS MUSCULUS DOMESTICUS

Los ratones CD1, Milano Il y los hibridos subfértiles de 5 meses de
edad (n = 5) no mostraron diferencias en longitud corporal (CD1: 9 + 1 cm,
Milano Il: 7 + 2 cm, hibridos: 9 £ 1 cm), en el largo de la cola (CD1: 10 £ 2 cm,
Milano II: 9 £ 3 cm, hibridos: 9 £ 2 cm ) y en el peso corporal (CD1: 40 + 3 gr.,
Milano II: 39 + 2 gr., hibridos: 40 + 2 gr.). Tampoco difirieron en la longitud
testicular (CD1: 0,78 + 0,1 cm, Milano II: 0,76 + 0,1 cm, hibridos: 0,75 %
0,1cm).

Es de resaltar que se emplearon ratones de 5 meses de edad, ya que
previamente Merico y col. (79) habian demostrado que en los ratones hibridos
Mus musculus domesticus el proceso espermatogénico se hallaba mas
deteriorado a los 5 meses que a los 3y 7 meses de edad.

La histologia testicular de los ratones parentales fue de apariencia
normal, mientras que los hibridos mostraron una gran proporcion de tabulos
seminiferos defectuosos, con asociaciones celulares atipicas y severa pérdida
de células germinales, como se habia demostrado previamente (79).

Los ratones CD1 y Milano Il exhibieron escasas células TUNEL (+) por
tubulo seminifero, mientras que los hibridos presentaron una fuerte tincion de
TUNEL (Fig. 2). El porcentaje de tubulos TUNEL (+) por seccion testicular fue
significativamente méas alto en los testiculos de los hibridos en comparacion
con el de los parentales (Tabla 1). La mayoria de los tubulos mostraron
apoptosis de células germinales en el estadio XII del ciclo del epitelio
seminifero. El porcentaje de células TUNEL (+) por tubulo seminifero fue siete
y nueve veces mas alto en los ratones hibridos comparado con el de los

ratones CD1 y Milano II, respectivamente, lo cual sugiere que la masiva
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muerte celular de las células germinales en los hibridos ocurrié via apoptosis.
Aunque los ratones Milano Il presentaron un mayor porcentaje de tubulos
TUNEL (+) comparado con el de los ratones CD1, no se demostraron
diferencias significativas en el porcentaje de tdubulos TUNEL (+) ni en el

porcentaje de células TUNEL (+) por seccion testicular.

N | \

Fig. 2. Tincion de TUNEL en tabulos seminiferos de los ratones CD1 (A), Milano Il (B)
e hibridos (C). Las flechas indican espermatocitos en metafase TUNEL positivos del
estadio XIl. El color marrén indica positividad de TUNEL. La barra de magnificacion

equivale a 50 pm.

Tabla 1. Frecuencia de tubulos seminiferos TUNEL positivos por seccion
testicular y porcentaje de células germinales TUNEL positivas por tabulo

seminifero en los ratones CD1, Milano Il e hibridos subfértiles

Porcentaje de tubulos Porcentaje de células
Citotipo seminiferos TUNEL (+)/ TUNEL (+)/tabulo
seccion testicular seminifero
CD1 8,23 + 1,56 317 + 0,23
Milano I 16,56 + 5,34 433 + 0,32
Hibridos 37,19 + 337* 2734 + 2,457

Los datos son expresados como medias + ES. * P< 0,004 vs CD1 y Milano II.

"P< 0,001 vs CD1 y Milano II.
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La microscopia electronica reveld que los espermatocitos de los
hibridos presentaban un gran numero de mitocondrias conglomeradas
alrededor del nucleo (Fig. 3B), mientras que en los espermatocitos de los
parentales las mitocondrias se hallaban dispersas (Fig. 3A). EI movimiento de
las mitocondrias alrededor del nacleo de los espermatocitos en los hibridos
puede ser considerado una indicacion de apoptosis. De hecho, la
redistribucion de las mitocondrias alrededor del nucleo se ha observado en
células apoptoticas de testiculos de ratones después de una induccion
apoptética (130). En los hibridos, también se observaron irregularidades en la
membrana nuclear de los espermatocitos y espermatides y malformaciones

del acrosoma en las espermatides (Fig. 3B).

Fig. 3. Microfotografias electronicas de células germinales de testiculos de ratones
CD1 (A) e hibridos (B). La flecha en (A) indica mitocondrias dispersas en los
espermatocitos y la flecha en (B) indica un conglomerado de mitocondrias alrededor
del nucleo de un espermatocito. El asterisco muestra un acrosoma defectuoso de una

espermatide. La barra de magnificacion equivale a 5 ym.
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Al observar los cambios ultraestructurales en las células germinales, se
formulo la hipotesis de que la via apoptoética intrinseca o mitocondrial podria
estar involucrada en la apoptosis de las células espermatogénicas. Para
demostrar esto, se examind por inmunohistoquimica la localizacion de Bax,
molécula pro-apoptética que transloca desde el citoplasma al nicleo, y la
liberacidn de citocromo c desde la mitocondria al citoplasma y nucleo.

En la Fig. 4 se observa una intensa tincion de Bax y citocromo ¢ en el
citoplasma y en el nucleo en las células germinales de ratones hibridos, indice
de que el mecanismo apoptotico intrinseco estaria involucrado en la muerte
de las células germinales. La redistribucién de Bax y citocromo c¢ ocurrio en los
mismos tubulos seminiferos defectuosos que mostraron tincion positiva de
TUNEL. En los hibridos, estos marcadores apoptoticos fueron principalmente
detectados en los espermatocitos en metafase del estadio Xl del ciclo del
epitelio seminifero (Tabla 2). Bax practicamente estuvo ausente en otros tipos
celulares, pero citocromo ¢ ademas se expreso en 2,5% de espermatocitos en
paquitene, 11% de espermatides y 11% de células de Sertoli por tubulo
seminifero, mientras que la reactividad de TUNEL se detect6 solamente en el

3% de espermatocitos en paquitene por seccion tubular.
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Fig. 4. Tubulos seminiferos en el estadio Xl en ratones hibridos. Tincién de Bax (A),
citocromo c (B), calbindina D,g, (C) y TUNEL (D). La mayoria de las células positivas
son espermatocitos en metafase (flechas e insertos). El asterisco indica
colocalizacion de espermatocitos CB y TUNEL positivos. La barra de magnificacion

equivale a 50 pm.

Tabla 2. Frecuencia de espermatocitos en metafase positivos por seccién
testicular para los marcadores apoptéticos estudiados en ratones

hibridos subfértiles

Porcentaje de espermatocitos en metafase (+) / seccion
testicular

Citotipo Bax Citocromo ¢ TUNEL CB

Hibridos 7895 + 7,14 64,14 + 10,24 63,48 + 8,74 56,66 + 5,81

Los datos son expresados como medias + ES.
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La redistribucién de Bax y citocromo ¢ no se acompafid de incremento
en la expresion de la proteina, ya que la cantidad de Bax y citocromo c en los
testiculos de los tres grupos experimentales no difirieron entre si, como puede

observarse en los Western blots (Fig. 5).

Por el contrario, CB, una proteina anti-apoptoética que puede prevenir o
bloquear la muerte por apoptosis, se expresd6 mucho mas en los testiculos de
los ratones hibridos que en los testiculos de ratones CD1 y Milano I, como se
muestra en los analisis de Western blots (Fig. 5). Se puede apreciar que, CB
present6 dos bandas (28 kDa y 56 kDa), lo cual indica que esta proteina forma
dimeros en los testiculos de los ratones. La dimerizacion de CB también se ha
demostrado en el endometrio humano (76). En los testiculos de los hibridos, la
cantidad del monomero y del dimero de CB fue tres y dos veces superior,

respectivamente, que la correspondiente en ambos parentales.

La inmunohistoquimica revel6 que las células CB positivas se
expresaron principalmente en tabulos del estadio XII (Fig. 4). En los hibridos,
la reactividad de CB fue mayor en los espermatocitos en metafase, en
aproximadamente 56,6% del total de estas células (Tabla 2). CB también se
expresd en menor medida en otras células: esperméatides 14,19%, células de
Sertoli 8,95% vy espermatocitos 2,74%. Solamente el 2-3% de las
espermatides/seccion testicular expresaron CB en los testiculos de los ratones

CD1 y Milano II.
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Fig. 5. Representacién de Western blots obtenidos usando anticuerpos anti-Bax, anti-
citocromo c y anti-calbindina D,g, en homogeneizados de testiculos de ratones CD1,
Milano Il e hibridos. El anticuerpo anti-actina fue utilizado como control de carga.
Calbindina Dyg presenta dos bandas, una de 28kDa (mondémero) y otra de 56 kDa

(dimero).

La colocalizacion de CB y TUNEL fue limitada en los tres grupos de
animales. La colocalizacion de CB/Bax, CB/citocromo ¢ y CB/TUNEL fue casi
ausente en los testiculos de los ratones parentales. En los hibridos, en
cambio, la colocalizacién de CB/Bax, CB/citocromo ¢ y CB/TUNEL se observo
en el 9,99% + 3,13, 10,14% + 1,94 y 3,01% + 1,10, respectivamente, de
espermatocitos en metafase por seccion testicular (Tabla 3). Los datos indican
que el ndamero de células que mostraron colocalizacion CB/Bax vy

CB/citocromo c fue mas frecuente que la colocalizacion CB/TUNEL.
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El porcentaje de células que presentaron expresion de CB y fragmentacion del
ADN fue muy bajo en comparacion con el porcentaje de células en las cuales
CB y Bax o0 CB y citocromo c se co-expresaron. El resto de las células CB (+)
no mostraron reactividad con la tinciéon de TUNEL o con los anticuerpos anti-

Bax o anti-citocromo c.

Tabla 3. Colocalizacion de calbindina con los distintos marcadores

apoptoticos en testiculos de ratones hibridos subfértiles

Porcentaje de colocalizacién de marcadores en
espermatocitos en metafase (+) / seccion testicular

Citotipo CB / Bax CB/Citc CB / TUNEL

Hibridos 9,99 + 3,13 10,61 + 1,94 3,01 + 1,10*

Los datos son expresados como medias + ES. * P< 0,05 vs CB/Bax y CB/cit c.
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RATONES GRAOMYS

Los tres grupos de animales experimentales (G. centralis, G.
griseoflavus e hibridos) no mostraron diferencias en longitud y peso corporal,
pero el tamafio y el peso testicular fueron menores en los hibridos en
comparacion con los de los parentales (Fig. 6).

La relacién peso testicular/peso corporal incrementd con la edad en
ambos parentales y en el hibrido (Tabla 4). No obstante, esta relacion fue
menor en los hibridos en comparacion con la de los parentales en las tres

edades estudiadas.

Los niveles séricos de testosterona incrementaron en los parentales de
1 a 2 meses de edad. Los hibridos exhibieron valores inferiores de la hormona
con respecto a sus parentales en concordancia con el menor tamafio testicular
(Tabla 4). Si bien la concentracién de testosterona aumenté en los ratones
hibridos significativamente a los 3 meses en comparacion con la de los

hibridos mas jévenes, fue ocho veces mas baja que la de los parentales.

Fig. 6. Fotografia del testiculo izquierdo de ratén G. centralis (a) e hibrido (b), ambos
de tres meses de edad. La barra de magnificacion equivale a 0,5 cm.
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Tabla 4. Relacion peso testicular/peso corporal y testosterona sérica de

los diferentes citotipos de Graomys

Citotipo Edad Peso Testicular/ Testosterona sérica
Peso Corporal

(meses) 10 (ng/mL)
G. centralis 8,70 + 1,20* 0,75 + 0,21**
G. griseoflavus 1 6,80 + 1,03* 0,18 + 0,04*
Hibridos 2,70 + 0,61~*' 0,14 + 0,01
G. centralis 24,20 + 3,72 509 + 0,20
G. griseoflavus 2 28,60 + 0,63 433 + 0,63
Hibridos 11,30 + 0,79° 0,15 + 0,05°
G. centralis 31,50 + 1,93 502 + 0,65
G. griseoflavus 3 31,80 + 2,59 507 + 0,49
Hibridos 13,50 + 1,91° 0,68 + 0,19**

Los datos son expresados como medias + ES. * P< 0,05 vs animales de 2y 3
meses con el mismo citotipo. ** P<0,001 vs hibridos de 1y 2 meses. TP<0,001
vs G. centralis de la misma edad. * P< 0,05 vs G. griseoflavus e hibridos de la

misma edad. * P<0,001 vs G. centralis y G. griseoflavus de la misma edad.

Los parentales presentaron una histologia testicular normal acorde con
el tiempo de desarrollo. Al mes de edad, los ratones G. centralis presentaron
algunas pocas espermatides (Fig. 7a), los G. griseoflavus mostraron
espermatocitos en leptotene (Fig. 7€) y los hibridos revelaron la presencia de
algunos espermatocitos en paquitene tempranos (Fig. 7i). El epitelio
seminifero de los parentales a los 2 y 3 meses mostrd una espermatogénesis
completa con 12 estadios de diferenciacibn y maduracién de células
germinales. Por el contrario, los hibridos mostraron arresto de la
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espermatogénesis con una severa pérdida de células germinales y células
meidticas con alto grado de degeneracion (Fig. 7k).

La tincion de TUNEL reveldé un numero significativo de células
apoptoticas en tubulos seminiferos de ratones G. centralis de un mes de edad
(Fig. 7b). En los ratones G. griseoflavus y en los hibridos de la misma edad se
observaron muy pocas células TUNEL (+) por tabulo seminifero. En los tres
grupos estudiados, la mayoria de las células TUNEL (+) fueron espermatocitos
en paquitene. El elevado niamero de células apoptéticas en los testiculos de
ratones G. centralis estaria indicando que en este tiempo (1 mes) se produciria
la primera onda de la espermatogénesis. En cambio, en los otros dos grupos
de animales la espermatogénesis seria mas tardia. A los 2 y 3 meses, los
parentales presentaron muy pocas células TUNEL (+) por tdbulo seminifero
(Fig. 7d, h), y los hibridos exhibieron un gran niamero de células apoptoticas
por tdbulo seminifero (Fig. 71). Las células de Leydig no revelaron tincion
positiva para TUNEL en ninguno de los grupos experimentales estudiados,

indicando ausencia de muerte celular.
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Fig. 7. Tincion de tubulos seminiferos de los ratones Graomys con Hematoxilina-PAS
y TUNEL. Tubulos seminiferos teflidos con Hematoxilina-PAS (a, c, e, g, i, k) y
TUNEL (b, d, f, h, j, I) de G. centralis (a-d), de G. griseoflavus (e-h) e hibridos (i-l). (a,
b, e, f, i, j): animales de 1 mes; (c, d, g, h, k, I): animales 3 meses de edad. La flecha
y el inserto muestran espermatides. El color marrén indica positividad de TUNEL. La
barra de magnificacion equivale a 20 pm.

Con el proposito de analizar més detalladamente la morfologia de las
células germinales, se realizé el estudio ultraestructural de los testiculos de los
ratones Graomys parentales y de los hibridos.

Ambos parentales revelaron la presencia de células germinales de

apariencia normal, que se detalla a continuacion.
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Fig. 8. Microfotografias electronicas de células germinales de testiculos de ratones
G. centralis de 1 mes (a, b, ¢), 2 meses (d, e, f) y 3 meses de edad (g, h, i). N:
nucleolo, *: cuerpo apoptético, vs: vesicula sexual, RE: reticulo endoplasmico, M:
mitocondrias, flecha: hebra de cromatina. La barra de magnificacién equivale a 10
um (a, b, d, e, g, h)y5um(c,f, i).

El andlisis ultraestructural de los testiculos de los ratones G. centralis
reveld una espermatogénesis con caracteristicas normales. Al mes de edad,
se observaron espermatocitos primarios de tamafio pequefio y con cromatina
condensada caracteristica de los primeros estadios (a partir de este momento
comienzan a incrementar de tamafio) (Fig. 8a, b, ¢) y células de Sertoli con su
nucleolo (N) sobre la membrana basal (Fig. 8a). En este periodo también se
observaron algunos cuerpos apoptoticos (*) caracteristicos de la primera onda
de la espermatogénesis (Fig. 8b). A los 2 meses, los espermatocitos en
paquitene (Fig. 8d, e, f) se encontraron en estadios mas avanzados (presencia

la vesicula sexual, nucleo ovoide). A mayor aumento, en la Fig. 8f, se aprecia
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un espermatocito en leptotene con finas hebras de cromatina en el nucleo
(flecha) vy, reticulo endoplasmico (RE) y mitocondrias (M) en el citoplasma. A
esta edad, también comienzan a observarse espermétides redondas (Fig. 8d)
y elongadas (Fig. 8e), lo cual indica maduracion del epitelio seminifero. A los 3
meses ademas de presentar las células antes mencionadas (Fig. 8g, i), se
observaron espermatozoides (Fig. 8h) alineados, listos para liberarse. La
cabeza del espermatozoide fue de forma espigada. Alrededor del mismo, se
observaron cuerpos residuales (restos de citoplasma y organelas) y vacuolas.
En la Fig. 8i se muestra con mas detalle una espermatide caracteristica del

estadio VII.

Fig. 9. Microfotografias electronicas de células germinales de testiculos de ratones
G. griseoflavus de 1 mes (a, b, ¢), 2 meses (d, e, f) y 3 meses de edad (g, h, i). vs:
vesicula sexual. Flecha: complejo sinaptonémico. La barra de magnificacion equivale
alOum(a,b,d, g, h)y5um(c,e,f,i.
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En los testiculos de los ratones G. griseoflavus al igual que el de los
ratones G. centralis, se observl una espermatogénesis completa y normal. Al
mes de edad, se observaron espermatocitos primarios con distintos grados de
diferenciacion (Fig. 9a, b), y muy pocas espermatides (Fig. 9a, c). A los 2
meses de edad, presentaron espermatocitos en paquitene, como se observa
claramente en la Fig. 9e, con presencia del complejo sinaptonémico (flecha),
con cromatina finamente condensada y la vesicula sexual (vs). También,
exhibieron espermatides (Fig. 9d) en distintos estadios y espermatozoides
(Fig. 9f) alineados y rodeados de cuerpos residuales. A los 3 meses,
mostraron los mismos tipos celulares que a los 2 meses de edad (Fig. 9g, h, i).
En la Fig. 91 se muestra una espermatide del estadio Il, con dos granulos

acrosomales.

1

(@)

Fig. 10. Microfotografias electrénicas de células germinales de testiculos de ratones
hibridos de 1 mes (a, b, c), 2 meses (d, e, f) y 3 meses de edad (g, h, i). (1), (2), (3):
células en distintos estadios de la apoptosis. Flecha: espermatide con doble cabeza.

La barra de magnificaciéon equivale a 10 um (a, d, e, h) y 5 uym (b, ¢, f, g, i).

Tesis Doctoral de: VALERIA ANDREA RODRIGUEZ




Los testiculos de los ratones hibridos, a diferencia de los de los
parentales, revelaron células con caracteristicas ultraestructurales de
apoptosis en los tres tiempos estudiados. Al mes de edad exhibieron algunas
células germinales normales (Fig. 10a), sin embargo presentaron un gran
namero de células apoptéticas. La fig. 10b muestra tres células con distinto
grado de apoptosis: la célula inferior (1), en eventos tempranos de la
apoptosis, ya que presentd condensacion de la cromatina y membrana
nuclear irregular; la célula de la izquierda (2), en una etapa mas avanzada de
la apoptosis, con la cromatina marginada cerca de la envoltura nuclear y
picnosis nuclear (pérdida del volumen citoplasmatico) y la célula superior (3),
ya se hallo en la etapa final de la apoptosis porque desaparecio la envoltura
nuclear y la cromatina se observé muy degradada. La Fig. 10c, muestra una
célula de Sertoli fagocitando un cuerpo apoptotico. A medida que transcurre el
tiempo, se observaron espermatocitos en paquitene que llegan a la luz del
tubulo seminifero junto con numerosas proyecciones de las células de Sertoli,
sin presencia de otro tipo de célula germinal mas madura (Fig. 10d). Se
encontr6 una gran cantidad de cuerpos apoptoticos (Fig. 10e) vy
espermatocitos en paquitene con signos de degradacion o muerte celular
(membrana nuclear alterada y mitocondrias de mayor volumen alrededor del
nacleo) (Fig. 10f). A los 3 meses, la mayoria de las células germinales
mostraron caracteristicas de apoptosis (Fig. 10g, h, i) y s6lo se encontraron
escasas espermatides con estructuras atipicas, como por ejemplo,

espermatides con doble cabeza (flecha) (Fig. 10h).
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Tanto en los ratones G. centralis como en los ratones G. griseoflavus, el
porcentaje de tubulos seminiferos TUNEL (+) por seccion testicular fue alto al
mes de edad, el cual disminuy6 significativamente con el tiempo (Tabla 5). En
los hibridos se duplicé el porcentaje de tubulos TUNEL (+) a los 2 meses de
edad comparado con los hibridos mas jévenes, retornando a los valores
iniciales a los 3 meses. En los ratones hibridos, los valores fueron
significativamente altos a los 2 y 3 meses en comparaciéon con los de los

parentales.

El porcentaje de tubulos Fas (+) por seccion testicular en los ratones G.
centralis de 1 mes fue alrededor del 10%, valor que disminuyé con el tiempo
(Tabla 5). Se detectdé una baja frecuencia de tubulos Fas (+) por seccion
testicular en G. griseoflavus a diferentes edades. El porcentaje de tibulos Fas
(+) en los testiculos de los hibridos incrementé cuatro veces a los 2 y 3 meses

en comparacién con los hibridos de 1 mes de edad.
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Tabla 5. Frecuencia de tubulos seminiferos positivos por seccién

testicular para los marcadores apoptéticos en diferentes citotipos de

Graomys
Porcentaje de tubulos seminiferos (+) / seccion testicular
Citotipo Edad TUNEL Fas Bax Citocromo ¢
(m)

G. centralis 30,31 + 2,32* 10,42 + 0,37* 6,43 + 0,19% 20,34 + 1,47**
G.griseoflavus 1 27,94 + 2,84* 3,96 + 3,40 1,54 + 0,98 11,11 + 4,02
Hibridos 20,89 + 0,30 269 + 163* 294 + 117 6,12 + 1,42*
G. centralis 4,02 + 1,33 0,00 + 0,00 1,14 + 0,71 0,59 + 0,29
G.griseoflavus 2 11,96 + 0,61 0,00 + 0,00 0,83 + 0,83 312 + 044
Hibridos 42,62 + 2,32 12,46 + 1,13®° 19551 + 1,40° 2099 + 0,49°
G. centralis 8,62 + 1,00 0,00 + 0,00 1,69 + 0,90 069 + 0,18
G.griseoflavus 3 11,81 + 2,14 161 + 0,81 0,77 + 0,55 246 + 0,90
Hibridos 26,41 + 1,81% 1164 + 040° 1756 + 1,55 1990 + 0,79°

Los datos son expresados como medias + ES. (m): meses. * P< 0,001 vs animales de 2y 3
meses con igual citotipo. " P< 0,001 vs hibridos de 1y 3 meses. ° P< 0,001 vs otros citotipos de la
misma edad. * P< 0,05 vs G. griseoflavus de la misma edad. * P< 0,001 vs hibrido de la misma
edad.

El patron de expresion de las proteinas Bax y citocromo c en los
testiculos de los diferentes citotipos fue similar al de Fas. Como se muestra en
la Tabla 5, Bax y citocromo ¢ se expresaron en el epitelio seminifero al mes de
edad en G. centralis, disminuyendo marcadamente con el tiempo. El porcentaje
de tubulos Bax (+) y citocromo c¢ (+) fue mas bajo en G. griseoflavus, y también
disminuy6 con la edad. En los hibridos, el porcentaje de tubulos Bax (+) y

citocromo c por seccion testicular aumento seis y tres veces, respectivamente,
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a los 2 meses de edad comparado con el de los hibridos mas jévenes. Estos
valores se mantuvieron altos a los 3 meses de edad. La expresion de Bax y
citocromo ¢ en los hibridos fue significativamente mas alta que la de los

parentales a los 2 y 3 meses de edad.

Las células germinales de los ratones parentales e hibridos, que
presentaron inmunorreactividad para todos los marcadores estudiados y para
TUNEL, fueron los espermatocitos en paquitene (Tabla 6). El porcentaje de
espermatocitos en paquitene TUNEL (+) fue muy elevado en G. centralis al
mes de edad y disminuyd significativamente en los meses posteriores. G.
griseoflavus presentd6 muy pocos espermatocitos TUNEL (+) en las tres
edades. Los hibridos exhibieron un aumento abrupto a los 2 meses con el 78%
de espermatocitos TUNEL (+) comparado con los hibridos de 1 mes. Si bien a
los 3 meses este valor disminuy6 al 44%, ambos valores fueron elevados con
respecto a los parentales de la misma edad.

La tincion de Fas mostré que alrededor del 15% de los espermatocitos
en paquitene fueron positivos en los ratones G. centralis de un mes de edad,
disminuyendo notablemente a los 2 y 3 meses. Los ratones G. griseoflavus
presentaron valores casi indetectables de esta proteina en las diferentes
edades. El porcentaje de espermatocitos en paquitene Fas (+) incremento
cinco veces en los hibridos a los 2 meses comparado con los hibridos de 1
mes de edad, mostrando esta positividad alrededor del 40% del total de los
espermatocitos en paquitene por tabulo (Tabla 6, Fig. 11a, b). Esta expresion
disminuy6 a los 3 meses (Tabla 6, Fig. 11c), pero se mantuvo muy alta en

relacion con la de los hibridos de 1 mes y los parentales de 2 y 3 meses de
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edad. Se observo sefial positiva para Fas en las células de Leydig de los
testiculos en los tres citotipos, pero no para los otros marcadores apoptoticos
estudiados.

El andlisis inmunohistoquimico de Bax revel6 que el porcentaje de
espermatocitos en paquitene Bax (+) por tubulo en ratones G. centralis fue
alrededor del 9% al mes y disminuyo a los 2 y 3 meses de edad. Los ratones
G. griseoflavus presentaron valores de Bax mas bajos al mes en comparacion
con los de los ratones G. centralis, siendo indetectables en los meses
posteriores. En los hibridos de 2 meses de edad, la expresion de Bax en los
espermatocitos en paquitene aumentd cinco veces con respecto a la de los
hibridos de 1 mes (Tabla 6, Fig. 11d, e), y si bien disminuyd la expresion a los
3 meses de edad, siguio siendo significativamente alta comparada con la de
los parentales de la misma edad (Tabla 6, Fig. 11f).

El porcentaje de espermatocitos citocromo c (+) fue elevado en ratones
G. centralis de 1 mes de edad y disminuyé significativamente a los 2 y 3
meses. En G. griseoflavus también la expresién de citocromo ¢ disminuyd con
el tiempo. Los hibridos de 1 mes presentaron un elevado porcentaje de
espermatocitos citocromo ¢ (+) al mes de edad (Tabla 6, Fig. 11Q),
aumentando casi al doble a los 2 meses (Tabla 6, Fig. 11h) y alcanzando el
porcentaje inicial a los 3 meses de edad (Fig. 11i). En los hibridos, los valores
a los 2 y 3 meses fueron significativamente altos en comparaciéon con los de
los parentales de la misma edad (Tabla 6). Como se observa en la Fig. 11 (c, f,
i), el citocromo c fue redistribuido, ya que se observé intensa tincion tanto en el

nacleo como en el citoplasma.
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Tabla 6. Frecuencia de espermatocitos en paquitene positivos para los

marcadores apoptoéticos en diferentes citotipos de Graomys

Porcentaje de espermatocitos en paquitene (+) / seccion

testicular
Citotipo Edad TUNEL Fas Bax Citocromo ¢
(m)

G. centralis 36,66 + 4,734*% 14,75 + 5,83* 861 + 199* 3393 + 6,39*
G.griseoflavus 1 0,20 + 0,10 1,00 + 0,05 2,12 + 1,45 1199 + 6,15
Hibridos 1,40 + 0,90* 8,40 + 4,48* 8,09 + 3,09 37,08 + 17,87
G. centralis 1,81 + 0,26 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 025 + 0,25
G.griseoflavus 2 153 + 0,70 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,85 + 0,01
Hibridos 7804 + 580'% 3927 + 155 3953 + 327" 5987 + 0,64°
G. centralis 199 + 144 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 095 + 0,52
G.griseoflavus 3 207 + 142 0,01 + 0,00 0,11 + 0,11 1,13 + 1,13
Hibridos 4421 + 2,77° 2393 + 624 18,82 + 0,67° 3597 + 3,21°

Los datos son expresados como medias £ ES. (m): meses. * P< 0,001 vs animales de 2y 3

meses con igual citotipo. " P< 0,001 vs hibridos de 1 y 3 meses. ®P< 0,001 vs otros citotipos de

la misma edad.
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Fig. 11. Tubulos seminiferos de ratones hibridos mostrando tincién de Fas (a, b, c),
Bax (d, e, f) y citocromo c (g, h, i). (a, d, g): animales de 1 mes; (b, e, h): animales de
2 meses; (c, f, i): animales de 3 meses. Las células positivas para los marcadores
apoptéticos (color marrén) son espermatocitos en paquitene (flechas e insertos). La
barra de magnificacion equivale a 20 ym.

El analisis de Western blots de la proteina proapoptética Fas (Fig. 12a)
involucrada en la via extrinseca revel6 en los parentales una alta expresién al
mes de edad, disminuyendo significativamente con el tiempo. El hibrido
present6 una elevada expresion de Fas, independientemente de la edad, pero
a los 2 y 3 meses la expresion de esta proteina fue significativamente mas alta
gue la de los parentales de la misma edad (Fig. 12a).

En los Western blots de Fas-L se observaron dos bandas, una de
26kDa correspondiente a la fraccion soluble (Fig. 12b), y otra de 40kDa
correspondiente al Fas-L unido a membrana (Fig. 12c). En ratones G. centralis

y G. griseoflavus, las expresiones de ambas formas de esta proteina
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disminuyeron en forma significativa con el tiempo. Contrariamente, en los
ratones hibridos la expresion de Fas-L soluble y Fas-L de membrana,
incrementd con la edad, siendo significativamente méas alta la expresion de
dicha proteina a los 3 meses de edad en comparacion con la de los hibridos
mas jovenes. La expresion de Fas-L (ambas formas) a los 2 y 3 meses en el
hibrido fue significativamente mas alta que la de los parentales de la misma
edad.

Como ocurrio con Fas y Fas-L, la expresion de Bax y citocromo ¢
parece regulada en una manera dependiente de la edad en los testiculos de
G. centralis y G. griseoflavus (Fig. 13a y b). En cambio, el hibrido present6
una pérdida de dicha regulacion, ya que las expresiones de Bax y citocromo ¢
se mantuvieron elevadas en los tres tiempos estudiados. También alos 2y 3
meses, las expresiones de Bax y citocromo ¢ en los hibridos fueron mas altas
comparadas con la de los parentales de la misma edad. Esta alta expresion
de Bax y citocromo c ocurridé simultaneamente con el incremento de la
apoptosis revelado por la tincibn de TUNEL en las células germinales,
sugiriendo que la via intrinseca podria estar involucrada en el mecanismo de
muerte de las células germinales.

La expresion de la proenzima de caspasa-3 (procaspasa-3) (Fig. 14a) y
la forma activa de la caspasa-3 (Fig. 14b) fue similar al mes de edad en los
tres grupos experimentales. Las expresiones de estas proteinas disminuyeron
marcadamente a los 2 meses en G. centralis y G. griseoflavus, manteniéndose
bajas a los 3 meses de edad. En contraste, en el hibrido, la procaspasa-3 fue
mas alta a los 3 meses en comparacién con la expresién en los hibridos mas

jovenes, y la caspasa-3 activa se mantuvo elevada a todas las edades.
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Fig. 12. Representacion de Western blots (paneles superiores) y andlisis densitométrico
cuantitativo (graficos) de Fas (a), Fas-L (soluble) (b) y Fas-L (membrana) (c). Los datos
representan medias + ES (n=3), presentados como porcentaje de la expresion de la proteina
GAPDH. DO: densidad o6ptica. Lineas: 1, 2, 3: 1 mes; 4, 5, 6: 2 meses; 7, 8, 9: 3 meses; 1, 4,
7: G. centralis; 2, 5, 8: G. griseoflavus; 3, 6, 9: hibridos. 'P< 0,001 vs G. centralis 2 y 3 meses.
*P< 0,001 vs G. griseoflavus de 2 y 3 meses. “P< 0,001 vs G. griseoflavus de 3 meses. *P<
0,05 vs hibrido de 1 y 2 meses. *P< 0,001 vs G. centralis y G. griseoflavus de la misma edad.
**P < 0,001 vs G. centralis de la misma edad. °P< 0,05 vs G. centralis e hibrido de la misma

edad.
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Fig. 13. Representacion de Western blots (paneles superiores) y andlisis densitométrico
cuantitativo (graficos) de Bax (a) y citocromo c (b). Los datos representan medias = ES (n=3),
presentados como porcentaje de la expresion de la proteina GAPDH. DO: densidad éptica.
Lineas: 1, 2, 3: 1 mes; 4, 5, 6: 2 meses; 7, 8, 9: 3 meses; 1, 4, 7: G. centralis; 2, 5, 8: G.
griseoflavus; 3, 6, 9: hibridos. 'P< 0,001 vs G. centralis de 2 y 3 meses. *P< 0,001 vs G.
griseoflavus de 2 y 3 meses. "P< 0,05 vs G. griseoflavus de 3 meses. *P< 0,001 vs G.
centralis y G. griseoflavus de la misma edad.
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Fig. 14. Representacion de Western blots (paneles superiores) y andlisis densitométrico
cuantitativo (graficos) de procaspasa-3 (a) y caspasa-3 activa (b). Los datos representan
medias * ES (n=3), presentados como porcentaje de la expresion de la proteina GAPDH. DO:
densidad Optica. Lineas: 1, 2, 3: 1 mes; 4, 5, 6: 2 meses; 7, 8, 9: 3 meses; 1, 4, 7: G. centralis;
2, 5, 8: G. griseoflavus; 3, 6, 9: hibridos. 'P< 0,001 vs G. centralis de 2 y 3 meses. *P< 0,001
vs G. griseoflavus de 2 y 3 meses. °P< 0,05 vs hibrido de 1 y 2 meses. *P< 0,001 vs G.
centralis y G. griseoflavus de la misma edad.
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En cuanto a la expresion de CB, la inmunohistoquimica revel6 que la
proteina se expresd principalmente en espermatocitos en paquitene en los
tres grupos estudiados.

Los ratones G. centralis al mes de edad presentaron el 13,58% + 0,63
de tabulos CB (+) por seccion testicular y el 24,78% + 4,76 de espermatocitos
en paquitene CB (+) por tubulo, valores que disminuyeron abruptamente a los
2 y 3 meses. Se observaron niveles muy bajos de CB en G. griseoflavus a
todas las edades (datos no mostrados).

En los hibridos, el porcentaje de tdbulos seminiferos CB (+) por
seccion testicular incremento cuatro veces a los 2 6 3 meses comparados con
los hibridos de 1 mes, llegando casi al 62% de espermatocitos en paquitene
CB (+) alos 2 meses de edad (Tabla7, Fig.15b).

Sin embargo, en los hibridos la colocalizacion de CB con los
marcadores apoptoéticos (CB/TUNEL, CB/Fas, CB/Bax y CB/Cit c) en los
espermatocitos en paquitene fue baja en los tres tiempos estudiados,

indicando que CB localiz6 en células no apoptoéticas (Tabla 8, Fig. 15a, b).

Fig. 15. Tubulos seminiferos con tincion de TUNEL (a) y calbindina D.g (b) de
hibridos de 2 meses de edad. La mayoria de las células TUNEL y CB positivas son
espermatocitos en paquitene (flechas e insertos). El asterisco indica colocalizacion de

CB y TUNEL de un espermatocito. La barra de magnificacion equivale a 20 um.
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Tabla 7. Frecuencia de tubulos y espermatocitos en paquitene calbindina

positivos en hibridos Graomys a diferentes edades

Citotipo Edad Porcentaje de tubulos Porcentaje de espermatocitos
(m)  seminiferos CB (+)/secci6n en paquitene CB (+)/seccion
testicular testicular
1 526 + 1,66 23,47 + 11,56
Hibrido 2 23,40 + 0,54 61,93 + 5,26**
3 23,15 + 1,70 33,59 + 1,39

Los datos son expresados como medias = ES. (m): meses. * P< 0,001 vs animales

de 2y 3 meses de edad. ** P< 0,05 vs animales de 1y 3 meses de edad.

Tabla 8. Colocalizacion de calbindina con los marcadores apoptoéticos

estudiados en los hibridos Graomys a diferentes edades

Porcentaje de espermatocitos en paquitene CB (+) / seccion
testicular mostrando colocalizacién

Citotipo Edad
(m)

CB/TUNEL CB/Fas CB/Bax CB/Cit ¢
. 1 0,00 + 0,00 166 + 166 194 + 1,05 1086 + 545
Hibrido 2 1428 + 230" 471 + 128 944 + 1,25~ 1520 + 546
3 6,44 + 0,05 018 + 018 259 + 0,68 420 + 0,45

Los datos son expresados como medias + ES. (m): meses. ** P< 0,05 vs animales de 1y 3

meses de edad.

El Western blots de CB revel6 dos bandas como vimos previamente en
los ratones Mus musculus domesticus. La expresion de ambos, monémero y
dimero de CB (28 y 56 kDa), fue mas alta en los hibridos en relacién con la de
los parentales, especialmente a los 2 meses de edad (Fig. 16a, b). En los

parentales, la expresion de esta proteina disminuyé con el tiempo.
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Fig. 16. Representacion de Western blots (paneles superiores) y analisis densitométrico
cuantitativo (graficos) de calbindina Dsg (a) y calbindina D,g (b). Los datos representan
medias + ES (n=3), presentados como porcentaje de la expresion de la proteina GAPDH. DO:
densidad Optica. Lineas: 1, 2, 3: 1 mes; 4, 5, 6: 2 meses; 7, 8, 9: 3 meses; 1, 4, 7: G. centralis;
2, 5, 8: G. griseoflavus; 3, 6, 9: hibridos. TP< 0,001 vs G. centralis de 2 y 3 meses. “P< 0,001
vs G. griseoflavus de 3 meses. °P< 0,05 vs G. centralis e hibrido de la misma edad. *P< 0,001
vs G. centralis y G. griseoflavus de la misma edad. ***P< 0,001 vs G. griseoflavus de la

misma edad.
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DISCUSION
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En este trabajo se comienza a dilucidar los mecanismos moleculares
apoptoticos involucrados que subyacen al arresto de la espermatogénesis en
dos modelos experimentales de ratones con rearreglos cromosémicos
Robertsonianos.

Los ratones CD1, Milano Il y los hibridos subfértiles de la especie Mus
musculus domesticus, no presentan diferencias fenotipicas ni tampoco en el
tamanfo testicular. Sin embargo, los ratones hibridos subfértiles exhiben una
intensa apoptosis de células germinales, la cual es acompafiada por
redistribucién de Bax y citocromo c. La expresion de estas proteinas es similar
en los testiculos de los ratones CD1, Milano Il e hibridos, indicando que la
sintesis de esas dos moléculas pro-apoptoticas es aproximadamente igual en
los testiculos de los ratones hibridos en comparacion con la de los parentales.
No obstante, la redistribucion de Bax puede ser responsable de la liberacion
de citocromo c¢ desde la mitocondria al citoplasma, la cual, a través de varias
etapas, finalmente puede promover la fragmentacibn del ADN. Se ha
observado que Bax esta involucrado en la liberacion de citocromo ¢ desde el
espacio intermembrana de la mitocondria al citosol en la muerte de células
germinales inducida por el calor (130) y en procesos relacionados a la primera
onda de la espermatogénesis en rata (75). Ademas, la relocalizacion de las
mitocondrias alrededor del ndcleo en los espermatocitos de los ratones
hibridos subfértiles es otra indicacibn de que estas organelas estan
involucradas en la apoptosis de las células germinales, de manera similar a lo
gue ocurre con la muerte de células germinales inducidas por hipertermia

testicular (130).

Tesis Doctoral de: VALERIA ANDREA RODRIGUEZ




Tomados en conjunto, todos estos resultados constituyen una
demostraciéon de que la via apoptética intrinseca o mitocondrial esta
involucrada en la muerte de las células germinales de testiculos de ratones
hibridos subfértiles, que presentan rearreglos en su cariotipo. Otros
mecanismos apoptoticos no fueron explorados en estos ratones. En trabajos
previos se ha demostrado que el sistema Fas/FasL esta involucrado en la
muerte de células espermatogénicas durante el desarrollo, la adultez y
después de una exposicion toxica (82). Las calpainas y el p53 también estan
involucrados en la muerte de células germinales masculinas (29, 94). Es por
ello, que no podemos descartar que otra via apoptotica esté participando en la
muerte de las células germinales de testiculos en ratones con fusiones Rb.

La mayor fragmentacion del ADN en los ratones subfértiles se observo
en los tdbulos seminiferos del estadio XIl, principalmente en los
espermatocitos en metafase. Eaker y col. (33) han observado incremento en
la apoptosis en espermatocitos en metafase en otros ratones hibridos
Robertsonianos (2n=36) que presentan cromosomas desalineados, lo cual
sugiere que el mecanismo de control del huso mitético identifica la meiosis
aberrante. Ademas, la apoptosis de espermatocitos del estadio XIlI se
encontré en testiculos de ratones MIhl/ (34). En el presente trabajo se
sugiere gue en los espermatocitos en metafase del estadio XIlI podrian estar
activados los mecanismos de control (“checkpoint’) en respuesta a los
defectos meidticos.

Para mantener la homeostasis testicular, moléculas pro vy
antiapoptoticas trabajan juntas, regulando el grado de apoptosis para producir

un suministro de gametas de alta calidad (82). Como se ha mencionado
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previamente, la calidad de las gametas masculinas es deficiente en los
ratones heterocigotos Rb, razén por la cual son subfértiles. Por lo tanto,
algunos mecanismos antiapoptoticos en las células germinales deben ser
activados para limitar la apoptosis. Entre las diversas moléculas
antiapoptoticas, se ha sugerido que CB podria proteger diferentes tipos de
células contra la muerte celular por apoptosis, tanto por las vias
independientes 0 dependientes de calcio.

En este trabajo se demuestra que CB se sobreexpresa en los testiculos
de los ratones hibridos Rb, con una mayor expresién en los espermatocitos en
metafase. La sobreexpresion de CB ocurre en el estadio XllI, al mismo tiempo
en que la fragmentacion del ADN es también méaxima. Sin embargo, la
colocalizacion de CB y TUNEL es muy limitada. El 66% de los espermatocitos
en metafase mueren por apoptosis y el 40% de ellos exhiben alta expresion
de CB, sin sefiales de apoptosis. Solamente el 3% de los espermatocitos en
metafase mostraron simultaneamente apoptosis y expresiéon de CB. Estos
datos sugieren que la sobreexpresion de CB puede proteger contra la
apoptosis espermatogénica. La presencia concomitante de células CB o
TUNEL positivas del estadio Xl en la misma seccion tubular, sugiere un
mecanismo inmediato de supervivencia para prevenir la muerte celular, que
rapidamente dispara la expresion de CB.

Hasta el momento, la accion de CB en el arresto de la apoptosis
mitocondrial, antes o durante el proceso apoptético, permanece aun
desconocida. La colocalizacion de CB con moléculas involucradas en etapas
tempranas de la apoptosis, tales como Bax y citocromo c, podria indicar que la

expresion de CB no es suficiente para bloquear la apoptosis ya iniciada. Se ha
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encontrado que CB es capaz de inhibir directamente a caspasa-3 en células
osteoblasticas MC3T3-E1, después de un tratamiento con el factor de
necrosis tumoral a (8). En lineas de células pancreaticas 3, CB protege a
dichas células contra la muerte inducida por citoquinas, “bufferiza” calcio,
previene el dafio mitocondrial e inhibe la generacion de radicales libres de
oxigeno (97).

La sobreexpresion de CB no solo se produce en los espermatocitos en
metafase, sino también en otras células germinales y en células de Sertoli. Es
bien conocido que las células de Sertoli proporcionan un soporte estructural,
crean una barrera inmunoldgica y nutren a las células a través de sus
productos de secrecion (137). Las interacciones entre las células germinales y
las células de Sertoli durante la espermatogénesis han sido descritas, pero
todavia no se han identificado las moléculas que regulan estas interacciones
(109). Se requieren estudios adicionales para determinar si CB se expresa en
las células de Sertoli actuando como molécula antiapoptética de ella misma o
se trata de una secrecion de productos para proteger a las células germinales

de la apoptosis.

Con el propésito de comparar estos mecanismos con otro modelo
animal que también presenta rearreglos Rb, pero que exhibe un fenotipo
infértil, se evaluaron tanto el arresto de la espermatogénesis como las vias
moleculares apoptoéticas en hibridos Graomys. El fenotipo del hibrido infértil
Graomys es similar al de los parentales, pero el tamafio y el peso del testiculo

es significativamente menor, lo cual indica una alteracion de su capacidad
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reproductiva. Los adultos hibridos tienen bajos niveles de testosterona,
contribuyendo al deterioro de la espermatogénesis.

El andlisis histologico del epitelio seminifero de los ratones hibridos
muestra que el proceso espermatogénico esta arrestado al estadio meidtico,
con la presencia de soélo espermatides raras en muy pocos tubulos. La
interrupcion de la espermatogénesis es a nivel de la meiosis I, que conduce a
la ausencia de espermatozoides maduros, es decir, que no se llega a la
espermatogénesis completa en ningun caso, siendo la causa principal de la
esterilidad en los ratones hibridos Graomys.

Por medio de la microscopia electronica, se analizé con mas detalle las
estructuras y células deterioradas de los tubulos seminiferos de los hibridos
infértiles. Se observaron abundantes espermatocitos con mitocondrias
localizadas cerca del ndcleo, membrana nuclear alterada, picnosis
citoplasmatica y condensaciones de la cromatina compatibles con
caracteristicas apoptoticas. S6lo se encontraron muy pocas espermatides
anormales, lo cual confirma la ausencia de los espermatozoides. En cambio,
las especies parentales revelaron un ciclo espermatico completo con
caracteristicas morfolégicas y ultraestructurales normales, presentando doce
estadios germinales compatibles con los descritos para otras especies de
ratones.

La masiva muerte de espermatocitos en paquitene detectada en los
tubulos seminiferos de los hibridos se produce a través de apoptosis, segun lo
revela la alta expresion de la caspasa-3, molécula ejecutora que participa en
ambas vias apoptéticas. De hecho, la expresion de las proteinas de ambas

vias (ej.: Fas, Fas-L, Bax y citocromo c), se mantiene alta en los testiculos de
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los ratones hibridos, mientras que en los parentales disminuye con el tiempo.
Esta falta de regulacion en las moléculas pro-apoptéticas en los hibridos se
refleja por una elevada frecuencia de espermatocitos Fas, Bax y citocromo ¢
positivos, como lo indica el analisis inmunohistoquimico, en las secciones
testiculares a partir del segundo y tercer mes de edad.

Una moderada apoptosis de células germinales se detectd en los
espermatocitos de los ratones G. centralis de un mes de edad, pero no en los
ratones G. griseoflavus e hibridos. Sin embargo, los marcadores de apoptosis
se expresan en los espermatocitos en paquitene en los tres citotipos. La
apoptosis en los espermatocitos en paquitene se ha descripto como un
proceso fisiolégico durante la primera onda de la espermatogénesis (60, 75).
La presencia insignificante de espermatocitos TUNEL (+) en los tubulos
seminiferos de ratones G. griseoflavus e hibridos, podria deberse a una
diferencia en la aparicion de la primera onda de la espermatogénesis entre los
citotipos. Los ratones G. centralis, de un mes de edad, ya presentan células
post-meidticas en el epitelio de algunos tubulos seminiferos; en cambio, los
ratones G. griseoflavus tienen principalmente espermatocitos en leptotene y
los hibridos espermatocitos en paquitene tempranos. Ademas, en G. centralis
se detectaron niveles mas altos de testosterona en comparacion con los de
los otros dos citotipos al mes de edad. En edades posteriores, los niveles de
testosterona son muy similares en ambos parentales, cuyo epitelio seminifero
presenta todas las etapas de diferenciacion de las células germinales
masculinas, sin presenciar signos de muerte celular. Los marcadores de
apoptosis en los parentales fueron regulados, ya que disminuyeron a los 2

meses de edad, y las frecuencias de las células germinales que expresan Fas,
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Bax, citocromo ¢ o la tincion de TUNEL, fueron extremadamente bajas,
probablemente como reflejo de la apoptosis fisioldégica que se produce en los
testiculos normales de los roedores adultos (56, 3, 63, 15, 10).

Por el contrario, la apoptosis sigue siendo relevante en el epitelio
seminifero de los ratones hibridos de 2 y 3 meses de edad, en los cuales el
78% y el 44% de los espermatocitos en paquitene fueron positivos para la
tincion de TUNEL, respectivamente. En estos animales, la espermatogénesis
se interrumpe en la fase meiética de paquitene, lo que dificulta determinar la
etapa del ciclo del epitelio seminifero en la que se produce la muerte celular
meidtica. La interrupcion de la espermatogénesis en los hibridos Graomys es
muy grave, con una enorme deplecion de células germinales. Los marcadores
apoptoéticos de las vias extrinseca e intrinseca se encuentran altamente
expresados en los hibridos de 2 y 3 meses de edad, como se demuestra por
Western blots y por el elevado porcentaje de espermatocitos Fas, Bax y
citocromo c¢ positivos. Los hibridos adultos tienen bajos niveles de
testosterona, aunque no se encontraron células de Leydig TUNEL (+). Los
niveles bajos de la hormona podrian contribuir a los efectos perjudiciales
observados en la espermatogénesis de los hibridos, ya que se ha demostrado
gue la testosterona es un factor importante en la supervivencia de las células
germinales (120). La reduccién de testosterona intratesticular en un modelo
animal de rata resulto en el arresto de la espermiogénesis y en la apoptosis de
las células germinales (88, 119, 64). Por el contrario, se ha demostrado que la
testosterona es capaz de inhibir la apoptosis inducida in vitro en
espermatocitos y espermatides de humanos (37). EI mecanismo por el cual la

falta de testosterona induce la muerte de las células germinales aln no se ha
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dilucidado completamente. En ratas que tenian niveles disminuidos de
testosterona intratesticular, se encontré expresion alterada de moléculas
antiapoptoéticas como Bcl-xl y Bcl-2 (114). En este trabajo no se estudid la
expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2, pero se detect6 en los hibridos
Graomys a los 2 y 3 meses de edad elevada expresion de Bax, un miembro
de la familia de Bcl-2 que bloquea la capacidad de Bcl-2 para inhibir la
apoptosis (91, 26). Por el contrario, en los ratones G. centralis y G.
griseoflavus la expresion de Bax a los 2 y 3 meses es muy baja.

Las proteinas propoptoticas Fas y Fas-L estan altamente expresadas
en los hibridos adultos. Cuando estas moléculas se activan, se promueve la
transformacion y estabilizacién de la caspasa iniciadora 8 (110, 108, 53). La
caspasa-8 activa puede activar proteoliticamente a las caspasas-3,6 0 7 y
conducir a la muerte celular debida a la degradacion de muchas proteinas
celulares (102). En ratones, ratas y humanos, el sistema Fas ha sido implicado
como un regulador clave de la apoptosis de las células germinales en
testiculos en condiciones fisiolégicas o injurias (72, 93, 66, 24, 75). En
particular, Fas juega un rol central en la determinacién de la apoptosis de
espermatocitos en paquitene durante la primera onda de la espermatogénesis
en la rata (75). Nosotros encontramos expresion de Fas en los ratones G.
centralis y, en menor medida, en los espermatocitos de ratones hibridos de 1
mes de edad, lo que confirma que la via extrinseca esta involucrada en el
inicio de la apoptosis.

Ambas vias, intrinseca y extrinseca, convergen en caspasa-3, que esta
altamente expresada en los testiculos de los tres citotipos de ratones de 1

mes de edad y en los hibridos adultos, que presentan una elevada frecuencia
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de espermatocitos TUNEL (+). En este trabajo, se describe por primera vez la
participacion de ambas vias, intrinseca y extrinseca, de la apoptosis en
testiculos animales hibridos adultos derivados del cruzamiento de dos
citotipos diferentes del género Graomys y no inducida por lesion de los

testiculos, ni efectos quimicos o fisicos.

La proteina antiapoptotica CB, se sobreexpresa en los espermatocitos
en paquitene de los hibridos, lo que confirma que CB esta presente en el
mismo tipo de célula que se somete a la fragmentacién del ADN. Sin embargo,
no todos los espermatocitos en paquitene expresan CB, sélo un subgrupo de
éstas células son CB (+). Resultados similares observamos en los ratones
hibridos subfértiles Mus musculus domesticus, en los cuales, como se
menciond previamente, se expresa CB en espermatocitos en metafase, tipo
celular en que la apoptosis es elevada. De esta manera, la sobreexpresion de
CB no parece depender del tipo celular. Sin embargo, tanto en los hibridos
Mus musculus domesticus como en los hibridos Graomys, la frecuencia de las
células que muestran apoptosis y la expresion simultanea de CB es muy baja.
En los hibridos Graomys, el 62% 6 el 34% de las células fueron CB (+),
mientras que solamente el 14% y el 6% manifestaron colocalizacion con
TUNEL, a los 2 y 3 meses, respectivamente. Asi, la expresion de CB y la de
los marcadores apoptoéticos parecen ser inversamente regulados. ElI mismo
patrén de expresién ha sido observado por Lema Tomé y col. (73), en un
modelo de apoptosis neuronal inducida en ratas. Estos autores describen
inmunorreactividad para activar caspasa-3 en las capas IV/V, entre las areas

de alta expresién de CB o calrretinina. Sin embargo, queda por dilucidar si la
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expresion de CB representa una respuesta a un mecanismo de vigilancia para
el control de la muerte celular antes del inicio o durante el proceso apoptético.

La sobreexpresion de CB en los testiculos de los ratones hibridos
Graomys sugiere que esta proteina actuaria como un mecanismo de defensa
contra la apoptosis, sin embargo no logra prevenir totalmente la muerte celular
desencadenada por las alteraciones cromosomicas.

Los ratones hibridos Mus musculus domesticus y Graomys representan
modelos experimentales adecuados para el estudio de las alteraciones
moleculares desencadenadas por las fusiones cromosOmicas que causan

infertilidad.
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CONCLUSIONES
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» La presencia de fusiones Robertsonianas en los hibridos alteraria la
expresion de ciertos genes provocando arresto de la espermatogénesis

e induciendo subfertilidad o infertilidad.

» La diferencia de fertilidad entre los ratones hibridos del género
Graomys en comparacion con la del género Mus es debida a que la
apoptosis de las gametas se realiza en células con distinto grado de
maduracion. La infertilidad en el género Graomys es el resultado del
arresto de la espermatogénesis que se produce por la apoptosis de
espermatocitos en paquitene, sin llegar en ninglin caso a la maduracion
completa de las gametas. En cambio, la subfertilidad en los ratones
hibridos Mus musculus se genera por apoptosis de los espermatocitos
en metafase del estadio Xll, aunque algunas gametas llegan a la

espermatogénesis completa.

» La via apoptotica intrinseca esta involucrada en la muerte de los
espermatocitos en los ratones hibridos subfértiles e infértiles. En los
ratones hibridos Graomys la via apoptética extrinseca también esta

involucrada en la muerte celular.

» El porcentaje de células apoptoéticas por seccion tubular en los hibridos
subfértiles de 5 meses de edad es del 27% en contraste con el 78% y

44% en los hibridos infértiles, a los 2 y 3 meses, respectivamente.
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» La relocalizacion de las mitocondrias alrededor del ndcleo en los
espermatocitos de los ratones hibridos de las dos especies es otra
indicacién que esas organelas estan involucradas en la apoptosis de

las células germinales.

» El fenotipo del hibrido Graomys es similar al de los parentales, pero el
tamafo y el peso del testiculo es significativamente menor, lo cual es

indicador de una disminucion de su capacidad reproductiva.

» Los adultos hibridos infértiles tienen bajos niveles de testosterona, con

lo que se contribuye al deterioro de la espermatogénesis.

» La expresion de CB en testiculos de ratones hibridos Robertsonianos
es muy alta en comparacién con la de los ratones parentales. La
sobreexpresion de CB sugeriria que esta proteina actuaria como un
mecanismo de defensa ante la intensa apoptosis pero que
aparentemente no logra prevenir la muerte celular desencadenada por
las alteraciones cromosdmicas, en aquellas gametas que iniciaron la

apoptosis.

» El papel protector de CB deberia estudiarse en detalle, ya que podria
constituirse en un futuro blanco terapéutico para impedir o morigerar la

apoptosis testicular producida por diversos agentes quimicos 0 fisicos.
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