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Resumen

Los peces, que representan una importante fuente mundial de alimentacién, estan
sufriendo el incremento de amenazas a causa de la intensificacion de la pesca y de los
contaminantes medioambientales, algunos de los cuales actian como disruptores
endocrinos (DEs). La mayor parte de estos DEs se comportan como estrogenos, es decir,
interfieren con la hormona femenina 17&#61538;-estradiol (E2), actuando, en la mayor
parte de los casos, por unién con los receptores de estrégenos (REs) (Tyler y col., 1998;
Filby y Tyler, 2007) y en menor proporcion como andrégenos. En peces, la
espermatogeénesis estd regulada por las hormonas sexuales esteroideas, estrégenos y
androgenos.

El objetivo de nuestro estudio es determinar el efecto de las hormonas esteroideas
sexuales en la espermatogénesis en peces para lo que hemos utilizado el pez cebra
(Danio rerio, Hamilton 1882), considerado como modelo de estudio, para, posteriormente,
comprobar los posibles efectos de los contaminantes ambientales de caracter estrogénico
0 androgénico sobre la capacidad reproductiva. En el presente trabajo hemos utilizado 3
lotes de peces cebra macho sexualmente maduros: 1) ejemplares control, 2) ejemplares
expuestos a 10 nM de 17&#946;-estradiol (E2) en el agua del bafio durante 5 semanas y
3) ejemplares expuestos a 10 nM de E2 en el agua del bafio durante 3 semanas v,
posteriormente, expuestos a 10 nM de E2 y 100 nM de ketoandrostenediona (OA) en el
agua del bafio durante las ultimas dos semanas. Los resultados obtenidos indican que el
E2 provoca una disminucion del indice gonadosomatico (IGS) e inhibe la progresion de la
espermatogénesis mientras que los androgenos aumentan el IGS y el ndmero y
porcentaje de los diferentes tipos celulares germinales, con la excepcion de las
espermatogonias A indiferenciadas, al tiempo que aumentan el nivel de expresién de
genes marcadores especificos de espermatocitos, esperméatidas y espermatozoides y de
células de Leydig.

Palabras claves: Esteroides Andrégenos IGS espermatogonia pez cebra
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INTRODUCCION

La espermatogénesis es el proceso
por el cual un pequefio numero de células
diploides, las células madre de las esper-
matogonias, producen un ndmero elevado
de células haploides especializadas, los
espermatozoides. En peces, las hormonas
hipofisarias, hormona foliculo estimulante
(FSH) y hormona luteinizante (LH), esti-
mulan la produccién de hormonas esteroi-
deas sexuales en el testiculo. En el seno
de los érganos reproductores masculinos,
el desarrollo de la espermatogénesis es
regulado por diferentes hormonas que se
unen a sus respectivos receptores y por
factores de crecimiento. Los andrégenos
pueden inducir la espermatogénesis com-
pleta en los peces teledsteos inmaduros o
prepuberales mientras que su papel en la
espermatogeénesis en los teledsteos adul-
tos es mas desconocido. En los ultimos
afios se ha demostrado que los estroge-
nos también desempefian funciones im-
portantes en algunas etapas de la esper-
matogénesis. Asi sabemos que la exposi-
cion a estrégenos de individuos macho
adultos de pez cebra provoca una inhibi-
cion de la produccion de andrégenos (de
Waal, 2009) lo que supone una acumula-
cion de células germinales o espermato-
gonias inmaduras y una disminucion del
namero de células germinales diferencia-
das (desde espermatogonias tipo B hasta
espermatidas) (de Waal, 2009).

La informacion existente sobre aspec-
tos morfoldgicos o estereoldgicos del tes-
ticulo de pez cebra, Danio rerio, Hamilton
1822, es muy escasa y estd basicamente
centrada en los efectos que producen cier-
tos factores endocrinos sobre la fisiologia
testicular. Recientemente se ha compro-
bado la importancia que tienen determina-
das hormonas esteroideas, andrégenos y
estrégenos, en el proceso de proliferaciéon
celular de las células madre de las esper-
matogonias y en su diferenciacion.

El grupo de Biologia Reproductiva de
la Division de Biologia del Desarrollo del

Departamento de Biologia de la Universi-
dad de Utrecht (Holanda) hace afios que
trabaja en el campo de la Endocrinologia y
de la Reproduccion en Peces. En los ulti-
mos afios han iniciado una linea de inves-
tigacién, que auna estos dos campos de
conocimiento, con la intencidon de conocer
las interacciones existentes entre estos
dos sistemas tanto a nivel hormonal como
celular. Este estudio, ubicado en este
marco de conocimiento, se centra en el
efecto de estrogenos y andrégenos en la
espermatogénesis de pez cebra, y mas
concretamente en las etapas de diferen-
ciacion de las células madre de las es-
permatogonias. Para ello, ejemplares ma-
cho adultos de pez cebra han sido trata-
dos con el estrégeno, 173-estradiol (E,), y
con el andrégeno, 11-
ketoandrostenediona (OA), y se ha anali-
zado su efecto sobre el indice gonadoso-
matico (IGS), el estado de desarrollo de
los quistes de los tubulos seminiferos asi
como la ratio de renovaciéon de las esper-
matogonias indiferenciadas y sobre la ex-
presion de algunos genes marcadores de
diferentes tipos celulares testiculares. Los
resultados de este trabajo han sido proce-
sados, analizados y discutidos, desde su
inicio, bajo la supervision del Departamen-
to de Biologia Celular e Histologia de la
Universidad de Murcia.

Teniendo en cuenta que el pez cebra
esta siendo utilizado como modelo en es-
tudios sobre el desarrollo de vertebrados y
en el analisis del efecto de contaminantes
ambientales sobre la reproduccion, nues-
tro estudio tiene gran interés cientifico
tanto desde un punto de vista basico co-
mo aplicado en la industria de la acuicultu-
ray en el de la toxicologia ambiental.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Los peces constituyen el grupo mas
extenso de vertebrados actuales que esta
compuesto por unas 24.600 especies de
las cuales 23.700 son teledsteos. Esta
gran diversidad se manifiesta en diferen-
tes aspectos de la biologia de este grupo
como son su forma de vida, su fisiologia y
su reproduccion. En el ambito de la repro-
duccion destaca la gran variedad de estra-
tegias reproductivas que presentan. Asi
hay especies que desarrollan un unico
sexo funcional a lo largo de su vida, las
gonocoristas, y especies que presentan
ambos sexos funcionales a lo largo de su
vida, las hermafroditas. A pesar de esta
enorme diversidad reproductiva, las es-
tructuras fundamentales que constituyen
la gbnada de los teledsteos son muy simi-
lares. Asi, podemos referirnos de forma
general a la morfologia de las células
germinales y de varios elementos somati-
Cos que constituyen el tejido gonadal. Por
otra parte, las diferentes etapas del ciclo
gonadal, testicular y ovérico, son semejan-
tes en todos los grupos de teledsteos con
el mismo tipo de ciclo reproductor (Naga-
hama, 1983; Pudney, 1993; Callard y Ca-
llard, 1999). Nuestro conocimiento sobre
la espermatogénesis en peces es, sin em-
bargo, todavia muy limitado y ha estado
centrado, principalmente, en diferentes
especies con interés econdmico (salmon,
trucha, dorada, anguila, etc.) las cuales
varian dependiendo de los paises y/o las
diferentes regiones y del habitat (marinos
o0 dulceacuicolas).

En los ultimos afios el estudio de la
espermatogénesis se estd realizando,
también, en especies modelo de investi-
gaciéon como el pez cebra. Esta especie
ofrece una serie de ventajas para investi-
gacion entre las que destacan i) su pe-
quefio tamafo que permite tener un gran
numero de ejemplares en un pequefio
espacio, ii) su ciclo de vida rapido ya que
son sexualmente maduros a los tres me-

ses de edad y se pueden reproducir de
forma continua, iii) la transparencia en los
estadios larvarios que permite la observa-
ciobn de fendmenos en vivo y en directo
utilizando proteinas fluorescentes o colo-
rantes vitales, iv) la alta tasa de fecundi-
dad ya que cada hembra puede depositar
unos 200 embriones/semana y v) que el
desarrollo de los embriones es ex-utero.
Todas estas caracteristicas hacen posible
realizar experimentos a gran escala. Otra
ventaja del pez cebra reside en la posibili-
dad de crear lineas transgénicas que ex-
presen proteinas fluorescentes en distin-
tas células, con el fin de estudiar la movili-
zacion celular in vivo. Gracias a la se-
cuenciacion de su genoma se han podido
conocer una gran cantidad de genes im-
plicados en reproduccion y en otros mu-
chos procesos biolégicos por lo que se ha
convertido en una especie modelo de es-
tudio en inmunidad, desarrollo, hematopo-
yesis, cancer y toxicologia, entre otros
aspectos bioldgicos.

Los estudios realizados sobre repro-
duccién y desarrollo permitiran conocer,
en detalle, los principios generales que
rigen la espermatogénesis asi como los
mecanismos que la regulan en condicio-
nes fisioldgicas y en condiciones ambien-
tales desfavorables.

Testiculo de teledsteos

El testiculo de tele6steos es un érga-
no par, alargado que esta unido a la parte
dorsal de la pared del cuerpo por el me-
sorquio y que esta revestido por una capa
de tejido conectivo, la tanica albuginea. El
testiculo conecta con el exterior mediante
un conducto deferente que se origina en
su region dorsal y que abre al exterior en
la papila urogenital.
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Estructura del testiculo

Se han descrito dos tipos de estruc-
tura testicular: i) tubular o de distribucién
restringida y ii) lobular o de distribucién no
restringida, en funcién de donde y cémo
se desarrollen las células germinales
(Grier, 1981; Billard y col., 1982) (Figura

Figura 1. Tipos de estructuras testiculares. A: tipo
lobular. B: tipo tubular. Espermatogonias (SG),
espermatocitos (SC), espermatidas (SD), esperma-
tozoides (Sz), conducto deferente (CD) (Modificado
de Nagahama, 1983).

El testiculo de tipo lobular o de distri-
bucién no restringida presenta esperma-
togonias repartidas a lo largo de todo el
tejido germinal dentro de los testiculos.
Los quistes no se desplazan durante su
desarrollo. Esta distribucion de esperma-
togonias es considerada como un modelo
primitivo.

El testiculo de tipo tubular o de distri-
bucion restringida es caracteristico de las
especies de teledsteos mas evoluciona-
das. Este tipo testicular esta formado por
tubos ciegos, regularmente orientados,
entre la tunica albuginea y una cavidad
central en la que los espermatozoides son
liberados. Los quistes con las espermato-
gonias mas indiferenciadas estan locali-
zados en la parte ciega de los tubos, cer-
ca de la tunica albuginea, y conforme es-
tas células se van dividiendo y diferen-
ciando, los quistes se van movilizando a lo

largo de los tubulos hacia la cavidad cen-
tral donde ocurre la espermiacion, es de-
cir, donde los quistes se abren para liberar
los espermatozoides.

También aparecen formas interme-
dias entre los tipos de distribucién de es-
permatogonias, restringida y no restringi-
da, en distintos grupos como Perciformes
(Oreochromis niloticus, Vilela y col., 2003),
Pleuronectiformes, (Solea senegalensis,
Garcia-Lopez y col., 2005) o Gadiformes
(Gadus morhua, Almeida y col., 2008). En
estos grupos, la espermatogonia diferen-
ciada muestra una preferencia, aunque no
exclusiva, para localizarse cerca de la
tunica albuginea. El resultado es una zo-
nacion de los testiculos: los estados tem-
pranos de desarrollo aparecen en la peri-
feria y los estados avanzados de desarro-
llo se encuentran cerca de los tubos colec-
tores; esta situacion se produce mas por
el incremento del nimero de células es-
perméticas durante el desarrollo de los
guistes que por el movimiento de los quis-
tes en desarrollo (Almeida y col., 2008).

El testiculo, en cualquier caso, esta
formado por un tejido intersticial y un teji-
do tubular o lobular. El tejido intersticial
estd formado por células endocrinas o
células de Leydig, células propias del sis-
tema inmunitario como macréfagos, gra-
nulocitos y linfocitos, fibroblastos, células
mioides o peritubulares, vasos sanguineos
y fibras de colageno (Grier, 1981; Naga-
hama, 1983; Loir y col.,, 1995). El tejido
tubular o lobular esta delimitado por una
membrana basal y por células mioides
peritubulares y alberga el epitelio germinal
El epitelio germinal contiene Unicamente
dos tipos de células: las células germina-
les y las células de Sertoli. Las células
germinales pueden encontrarse en dife-
rentes estados de desarrollo, dependiendo
de la edad de los individuos macho y/o de
la estacion y solamente pueden sobrevivir
si presentan una interaccion continua y
cercana con las células de Sertoli. Asi el
namero de células de Sertoli determina la
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capacidad espermatogénica de un testicu-
lo y es importante en la regulacién de la
espermatogénesis (Schulz y col., 2010).
Ambos tipos celulares forman quistes de-
ntro de los cuales se desarrollan y madu-
ran las células germinales, siendo el desa-
rrollo de todas las células germinales, de-
ntro de un mismo quiste, sincrénico (Grier,
1981; Billard y col.,, 1982; Nagahama,
1983; Callard, 1991).

La espermatogénesis quistica es pro-
pia de los vertebrados anamniotas (Grier,
1981; Billard y col.,, 1982; Nagahama,
1983; Callard, 1991, 1996) y presenta dos
grandes diferencias con la estructura tubu-
lar presente en los vertebrados superio-
res:

- En los tubulos seminiferos, las exten-
siones citoplasmaticas de las células de
Sertoli forman quistes que envuelven a un
grupo de células germinales que se des-
arrollan clonal y sincrénicamente.

- Las células de Sertoli son capaces de
proliferar en la edad adulta y no Unica-
mente hasta la pubertad (Schulz y col.,
2005) como ocurre en los vertebrados
amniotas. En estos ultimos las células de
Sertoli proliferan hasta la pubertad mo-
mento en el cual solo las espermatogonias
y unos pocos espermatocitos tempranos
estan presentes en el epitelio germinal, es
decir, el testiculo contiene un numero fijo
de células de Sertoli que sustentan las
sucesivas olas de espermiogénesis. Asi
una célula de Sertoli determinada sustenta
al mismo tiempo diferentes estados de
desarrollo de las células germinales.

Ademas, los diferentes clones se en-
cuentran en diferentes estados de desa-
rrollo formando quistes de diferente tama-
flo y desarrollo.

De esta manera, si se comparan es-
tos dos tipos de espermatogénesis, quisti-
ca y no quistica, se podria decir que las
células de Sertoli quisticas podrian ser
mas eficientes en lo que hace referencia

al desarrollo de las células germinales ya
gue hay un bajo porcentaje de apoptosis
de células germinales y, consecuentemen-
te, una alta tasa espermatogénica. Las
células de Sertoli no quisticas, por el con-
trario, estan mas diversificadas y regiona-
lizadas en relacidon con el requerimiento
complejo necesario para el desarrollo, al
mismo tiempo, de diferentes estados de
desarrollo de células germinales.

Espermatogénesis
Etapas

La espermatogénesis es un proceso
altamente organizado y coordinado en el
gue la espermatogonia diploide se divide y
se diferencia en sucesivas etapas hasta
llegar a espermatozoide. Este proceso
esta conservado en vertebrados y en base
a caracteristicas morfolégicas y funciona-
les (Scott, 1987; Miura, 1999), puede ser
dividido en cuatro fases diferentes:

- Fase mitética. En esta fase la células
germinales se presentan como diferentes
generaciones de espermatogonias A, in-
cluidas las células madre germinales
(Aund* y Aund) y las espermatogonias A
diferenciadas. Esta poblacion de células
se corresponde con las células madre de
la espermatogénesis y se autorrenuevan
(Miura, 1999). La fase mitética muestra
pequefias variaciones en el ndmero de
tipos celulares que la constituyen en las
distintas  especies (Bennington, 1936;
Barr, 1963; Lehric, 1967; Carrillo y Zan-
nuy, 1977; Van der Horst, 1978; Grier y
col.,, 1980; Lahnsteiner y Patzner, 1990;
Koulish, 2002) debido a que el numero de
mitosis que tiene lugar en la etapa de pro-
liferacion y el punto de inflexién, en el
cual el proceso de espermatogénesis con-
tinda irreversiblemente hasta la aparicion
de espermatozoides, son especificos de la
especie (LeGac y Loir, 1999; Miura, 1999).
En cualquier caso, el inicio de la esperma-
togénesis desencadena una serie de divi-
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siones mitéticas muy rapidas que produ-
cen un aumento de espermatogonias por
quiste que se denominan espermatogo-
nias B (tempranas y tardias).

- Fase meidtica. Las espermatogonias
B tardias se diferencian en espermatocitos
primarios que entran en la profase de la
primera division meiética, originando al
final de la misma espermatocitos secunda-
rios. Los espermatocitos secundarios en-
tran en la metafase de la segunda divisién
meidtica generando, al final de la division,
células haploides o espermatidas.

- Fase espermiogénica. En las esper-
méatidas haploides se producen una serie
de cambios morfolégicos que las trans-
forman en espermatozoides. Al final de la
espermiogénesis, cuando los puentes in-
tercelulares se han roto y los espermato-
zoides se han individualizado, las uniones
complejas entre las células de Sertoli su-
fren una remodelacion que termina con la
apertura del quiste y la liberacion de los
espermatozoides hacia la luz tubular. No
esta claro si la liberacién de espermato-
zoides estd facilitada por células mioides
y/o por el citoesqueleto de las células de
Sertoli.

- Fase de maduracion. En esta fase los
espermatozoides adquieren la motilidad y
la capacidad de fertilizacion.
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Figura 3. Etapas del proceso de espermatogénesis
(Modificado por Schulz y col., 2010). Espermatogo-
nias tipo A indiferenciadas (Aund* y Aund), esper-
matogonia tipo A diferenciada (diff), espermatogo-
nia tipo B temprana (early) y tardia (late), esperma-

tidas (E1, E2 y E3), espermatozoides (SZ) y mitosis
(m).

Mientras que en la fase mitética el
ndamero de generaciones de espermato-
gonias viene determinado genéticamente
para cada especie, las otras fases presen-
tan grandes similitudes entre las diferen-
tes especies de vertebrados (Nobrega vy
col., 2009).

Segun progresa la espermatogénesis
hay una disminucion relativa de quistes de
espermatogonias diferenciadas y de es-
permatocitos y un aumento de quistes de
espermatidas y espermatozoides como ha
sido descrito en varias especies de teleos-
teos (Bhatti y Al-Daham, 1978; Sinha y
Mondal, 1981; Patzner y Seiwald, 1987;
Lahnsteiner y Patzner, 1990; Chaves-
Pozo y col,, 2005).

En dorada, utilizando la incorporacién
de bromodesoxiuridina (BrdU) en el ADN
de las células que se encuentran en la
fase S, se ha descrito la actividad prolife-
rativa del testiculo en las distintas etapas
del ciclo reproductor (Chaves-Pozo y col.,
2005). Asi, un gran numero de células
madre, células de Sertoli, quistes de es-
permatogonias A y B y de espermatocitos
son BrdU positivos. Como ya se menciond
anteriormente, las células germinales per-
tenecientes al mismo quiste proliferan de
forma sincronica, sin embargo no todas
las células de Sertoli del mismo quiste
proliferan de forma simultanea. Ademas,
dependiendo de la especie, la prolifera-
cion de las células de Sertoli y las células
germinales del mismo quiste puede ser
simultanea o alternada (Chaves-Pozo y
col., 2005; Schulz, 2005).

En algunas especies, la liberacién de
las células germinales tiene lugar cuando
se alcanza el estado de espermétida o,
incluso, el de espermatocito, y la esper-
miogénesis y/o la meiosis son completa-
das en la luz del tabulo seminifero. Este
tipo de espermatogénesis es llamada es-
permatogénesis  semiquistica  (Mattei,
1993) y es encontrada en diferentes gru-
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pos taxonémicos, tales como Opheliidae
(Mattei, 1993), Scorpaenidae (Mufioz y
col., 2002), Bleniidae (Lahnsteiner y Parz-
ner, 1990), Corydoradinae (Spadella y
col., 2007) y Soleidae (Garcia-Lopez vy
col., 2005).

Hay casos, sin embargo, en donde los
espermatozoides no estan individualiza-
dos durante su liberacién. A pesar de ello,
el esperma es formado en los quistes
cuando las células de Sertoli secretan una
capsula alrededor de un grupo de esper-
matidas, creando espermatoforos (Grier,
1984). También se han descrito uniones
entre esperméatidas diferenciadoras y célu-
las de Sertoli en el pez mosquito (Arenas
y col., 1995).

Células espermatogénicas

Las células madre germinales se de-
finen como las células mas indiferencia-
das de la serie germinal. Son células sim-
ples, es decir, no estan conectadas, a tra-
vés de puentes citoplasmaticos, a otras
células madre.

Las espermatogonias A indiferencia-
das residen en un nicho creado por las
células de Sertoli y por la matriz extracelu-
lar generando unas caracteristicas mi-
croambientales que les permiten conser-
var su estado indiferenciado (Li y Xie,
2005; Hofmann, 2008). El futuro de cada
célula madre estara determinado por el
ambiente en el que crece: si una célula
madre germinal es expuesta a un nicho
que favorece la autorrenovacion, tendra
lugar un proceso de autorrenovacion,
mientras que un desplazamiento hacia
otro nicho o un cambio en el nicho favore-
cera la diferenciacion (Kostereva y Hof-
mann, 2008; Oatley y Brinster, 2008). De
esta manera, una divisiobn que genera au-
torrenovacion de una célula madre pro-
porciona dos células hijas no conectadas
entre si, mientras que un par de esperma-
togonias unidas a través de puentes cito-
plasmaticos son el resultado de una mito-

sis diferenciadora (Oatley y Brinster,
2008).

Figura
aspecto morfoloégico de los diferentes estados de
desarrollo de las células germinales en pez cebra
(Modificado por Schulz y col., 2010).

Estudios morfométricos han demos-
trado que existe una disminucion conside-
rable en el volumen de las células germi-
nales del pez cebra desde la espermato-
gonia indiferenciada (667 pm®) hasta la
tltima generacion de la espermatogonia
tipo B (82 um°®) (Leal y col., 2009). Simul-
taneamente, el numero de células germi-
nales asi como el de células de Sertoli
incrementan por quiste espermatogonial
(de 1 a 208 y de 1 a 11, respectivamente).
Se puede sefialar también que las esper-
matogonias del pez cebra atraviesan ocho
rondas de mitosis antes de diferenciarse a
espermatocitos, es decir, hay nueve gene-
raciones de espermatogonias.

Ademas del volumen nuclear, que
también disminuye dramaticamente desde
la espermatogonia tipo A indiferenciada
(336 um°®) hasta la espermatogonia tipo B
(53 um®), la cantidad y distribucion de
cromatina y de organulos/estructuras cito-
plasmaticas también cambian en el pez
cebra.

La espermatogonia A diferenciada se
produce gracias a la mitosis de la esper-
matogonia A indiferenciada. La esperma-
togonia A diferenciada presenta un poten-
cial de autorrenovacion mas reducido pero
los dos tipos de espermatogonias compar-
ten caracteristicas morfolégicas (presen-
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tan nuage, tienen una envoltura nuclear
irregular, son células de gran tamafio en el
proceso espermatogénico...). La esper-
matogonia A diferenciada forma quistes
de dos a ocho células germinales. Su nu-
cleo es redondeado/oval y no contiene o
contiene cantidades muy pequefas de
nuage, mostrando uno o mas nucleolos.
Ademas son células algo menores que las
espermatogonias A indiferenciadas y con-
tienen menor cantidad de heterocromatina
en el nucleo y un volumen citoplasmético
mayor.

La espermatogonia tipo B presenta
varias generaciones. El nimero de gene-
raciones de la espermatogonia tipo B va-
ria entre las especies (Ando y col., 2000).
Asi se ha encontrado 14 generaciones en
gupi (Billard, 1969), 10-12 en el pez mos-
quito (Geiser, 1924), 9 en el pez cebra
(Leal y col., 2009), en la gallineta nordica
(Moser, 1978) y en la trucha arco iris (Loir,
1999) o 3 en el salmonete (Van del Horst,
1978). Todas las células de una misma
generacion y procedentes de una misma
célula madre germinal estan interconecta-
das mediante puentes citoplasmaticos,
estructura que se conoce como un sincitio
clonal en un quiste (Loir y col., 1995). De-
bido a que ciertas especies presentan
varias generaciones de espermatogonias
B se puede hacer una diferenciacion ba-
sada en el tamafio nuclear o celular y en
el niumero de células por quiste, desde las
méas tempranas espermatogonias tipo B
hasta las mas tardias (B tempranas y B
tardias, respectivamente). Las generacio-
nes de espermatogonias tipo B pueden
ser numeradas ya que cada especie pre-
senta un numero determinado de esper-
matogonia tipo B (Schulz y col., 2005; Leal
y col.,, 2009). Tanto en mamiferos (De
Rooij y Russell, 2000) como en peces, la
espermatogonia tipo B se divide mas rapi-
damente, del orden de 5 veces mas, que
la espermatogonia tipo A en el pez gato
africano (Schulz y col., 2005). La esper-
matogonia tipo B muestra un decrecimien-

to progresivo del volumen celular y nu-
clear con un pequefio halo de citoplasma
rodeando un ndcleo oval/circular que gra-
dualmente muestra méas heterocromatina.

La ultima generacion de espermato-
gonias tipo B sufre duplicacion y da lugar
a espermatocitos primarios, los cuales
inician la primera divisibn meidtica entran-
do en una larga profase dividida en varias
etapas: preleptotene, leptotene, cigotene,
paquitene y diplotene. Seguidamente fina-
liza la primera divisibn meibtica 0 meiosis
reduccional para dar lugar a las células
haploides o espermatidas.

Los criterios utilizados para identificar
las células meioticas estan basados prin-
cipalmente en caracteristicas nucleares,
tales como el tamafo, la forma, el grado
de condensacion de los cromosomas y
figuras metafasicas asociadas. En los es-
permatocitos del pez cebra, en la fase de
leptotene/zygotene el ndcleo es mayor
(~5.1 um; Leal y col., 2009) y més redon-
deado en comparacién con la ultima gene-
racion de la espermatogonia tipo B, la
cromatina es clara y muestra pequefios
puntos de heterocromatina rodeando la
envoltura nuclear. Los espermatocitos en
paquitene son las células meiéticas ger-
minales mas frecuentes y tienen un ndcleo
grande (~6.0 um; Leal y col., 2009) y den-
so, con los cromosomas apareciendo co-
mo lineas oscuras desde la envoltura nu-
clear hasta el centro del nucleo. Los es-
permatocitos primarios en diplotene se
encuentran frecuentemente junto con figu-
ras metafasicas (metafase 1): en ellos, los
cromosomas alcanzan su maximo grado
de condensacion y se encuentran cerca
de la envoltura nuclear.

Los espermatocitos secundarios, re-
sultado de la meiosis |, son células pe-
guefias con un ndcleo denso (~3.9 um;
Leal y col., 2009), normalmente encontra-
do junto con figuras metafésicas (metafa-
se ll).

Cuando las espermatogonias tipo B
sufren las dos divisiones meibticas se
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producen cuatro células haploides, las
espermétidas, que sufren cambios morfo-
I6gicos que lideran su diferenciacién hacia
espermatozoides. Estos cambios incluyen
la condensacion nuclear, la eliminacién de
organulos y de citoplasma, la formacién
del flagelo y la reorganizacion de los or-
ganulos celulares a lo largo del citoplasma
espermatico (Jamieson, 1991). Estas mo-
dificaciones pueden explicar las modifica-
ciones en el volumen de los quistes duran-
te esta fase en tilapia (Schulz y col.,
2005).

Las espermatidas contindan con el
proceso de diferenciacion y pueden ser
clasificadas en diferentes tipos en relacion
con la condensacién nuclear: E1, esper-
métidas tempranas, E2, espermétidas
intermedias y E3, espermatidas finales
(Schulz y col., 2005).

Regulacion de la espermatogénesis

Hormonas hipofisarias

Tanto en teleGsteos como en otros
vertebrados, la espermatogénesis esta
regulada por hormonas. Las hormonas
principales implicadas en esta regulacion
son las gonadotropinas (GTHs) que son
sintetizadas y secretadas por la hipdfisis.
Sin embargo, estas hormonas no actuan
de forma directa sobre la espermatogéne-
sis, sino que estimulan la produccién, por
parte de distintos tipos celulares, de molé-
culas intermediarias, las cuales regulan,
en ultima instancia, la maduracion de las
células germinales (Miura, 1999). Las
GTHs actuan sobre las células de Sertoli y
las células de Leydig e inducen la secre-
cion de esteroides y/o factores de creci-
miento que intervienen en la compleja red
de interacciones celulares que regulan las
funciones testiculares (Miura, 1999).

En la mayor parte de las especies de
teledsteos estudiadas, existe una dualidad
de GTHs que son estructuralmente homo-
logas a la hormona foliculo estimulante

(FSH) y a la hormona luteinizante (LH) de
mamiferos (Schulz y col., 2001).

Hay dos caracteristicas de esta regu-
lacibn hormonal que son de especial im-
portancia: la especificidad con la que las
GTHs interactian con sus receptores y el
tipo celular en el que se expresa el recep-
tor. En mamiferos, FSH y LH interactian
con sus receptores: el receptor de FSH
(FSHR) se expresa en las células de Ser-
toli y el receptor de LH (LHR) se expresa
en las células de Leydig, respectivamente,
de una manera muy especifica (Huhta-
niemi y Themmem, 2005). Estas dos hor-
monas desempefian funciones especificas
en el testiculo aunque pueden tener un
pequefio solapamiento en sus actividades
biol6gicas a concentraciones fisiologicas.

En general, el FSHR muestra prefe-
rencia por la FSH pero también se puede
activar con LH (pez gato africano, Garcia-
Lépez y col., 2008; bagre de canal, Sam-
path Kumar y col., 2000; anguila japonesa,
Kazeto y col., 2008; pez cebra, So y col.,
2005). Sin embargo, la activacion del
FSHR requiere unas concentraciones de
LH elevadas. Desde un punto de vista
evolutivo es interesante saber que un
FSHR avicola se comporta de manera
similar en relacion con la activacion con
LH (Wakabayashi y col., 1997). El LHR
también puede ser activado por FSH, pero
se requiere que las concentraciones de
FSH se encuentren muy por encima de los
niveles maximos en plasma, por lo que el
LHR podria ser considerado fisiol6gica-
mente especifico de la LH. Una posibilidad
para explicar la estimulacion mediada por
FSH de la esteroidogénesis de las células
de Leydig es asumir que estas células, en
peces, expresan el gen de LHR y el gen
de FSHR. En anguila (Ohta y col., 2007) y
en el pez gato africano (Garcia-Lopez,
2008) el gen que codifica para el FSHR se
expresa tanto en las células de Leydig
como en las células de Sertoli mientras
gue el gen que codifica para el LHR soélo
se expresa en las células de Leydig.
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Hormonas esteroideas

Los esteroides sexuales, progestero-
na, andrégenos y estrdgenos, son princi-
palmente producidos en las gonadas.

endocrino regulador de la reproduccion. (Modificado
por Schulz R.W. y N6brega R.H., 2011).

Los niveles en plasma de estas hor-
monas muestran importantes variaciones
durante la maduracion gonadal masculina.
En general, los estrégenos son considera-
dos hormonas femeninas pero también se
producen en los vertebrados masculinos
(Schlinger y Arnold, 1992; Hess y col.,
1995; Betka y Callard, 1998). En teleds-
teos machos, el E, estd presente en el
suero sanguineo aungue en concentracio-
nes relativamente bajas (Miura y col.,
1999; Amer y col., 2001; Chaves-Pozo y
col., 2008) y muestran una elevacion tran-
sitoria al comienzo del ciclo reproductivo
en trucha (Gémez y col., 1999) y en la
etapa de post-puesta en dorada (Chaves-
Pozo y col., 2008). El nivel de andrégenos
(T y 11-KT) incrementa a medida que
avanza la espermatogénesis y disminuye
en la espermiacion en trucha (Gémez y
col., 1999) mientras que en dorada estas
dos hormonas tienen funciones diferentes
en la fisiologia testicular ya que tienen
valores diferentes en las diferentes etapas
del ciclo reproductor (Chaves-Pozo y col.,
2008). Durante el ciclo reproductivo de los
salmonidos, hay dos picos de dihidropro-

gesterona (DHP) en el plasma sanguineo:
i) un pico grande es observado en la esta-
cion de desove y ii) otro pequefio pico
durante el transcurso de la proliferacion de
las espermatogonias (Depeche y Sire,
1982; Scott y Sumpter, 1989; Vizziano y
col., 1996). En conjunto, todos estos datos
indican que las hormonas esteroideas
juegan un papel importante en el control
de la espermatogénesis en peces.
Andrégenos

Los andrégenos son hormonas
sexuales esteroideas producidas princi-
palmente en la gbénada (Takeo y Yamas-
hita, 1999; Todo y col., 1999; lkeuchi y
col., 2001). Los receptores de andrégenos
(AR) son expresados en las células de
Sertoli y en el tejido intersticial pero no en
las células germinales (lkeuchi y col.,
2001), sugiriendo que los andrégenos
desarrollan su actividad biolégica a través
de las células somaticas testiculares. Para
estas hormonas se han descrito dos sub-
tipos de receptores andrégenos en peces,
ARay ARD.

Los andrégenos mas conocidos son
la Tyla 11-KT. Estas dos hormonas pue-
den presentar funciones similares pero
también actuan de forma opuesta. La 11-
KT fue identificada por primera vez por
Idler y col. (1961) como el mayor esteroide
androgeno en machos de Oncorhynchus
nerka.

En truchas prepuberales, tanto la T
como la 11-KT tienen efectos similares en
la expresion de diferentes genes, incre-
mentando o disminuyendo su expresion
(LeGac y col.,, 2008). Algunos de estos
genes, que regulan la espermatogénesis y
la esteroidogénesis, se expresan en las
células de Sertoli. Asi por ejemplo, la ex-
presion del gen de la hormona antimulle-
riana (AMH), que inhibe la diferenciacion
de las espermatogonias, es inhibido por la
Ty la 11-KT. Ademaés, las células peritu-
bulares, es decir, células mioides con ca-
racteristicas contractiles, son células di-
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ana de respuesta a andrégenos en verte-
brados superiores.

Por otro lado, la T y la 11-KT se com-
portan de forma diferente en la expresion
de otros genes. Le Gac y col. (comunica-
cion personal) observaron que la expre-
sion de 56 genes se incrementd debido a
su exposicién a 11-KT perono frentea Ty
que 260 genes vieron incrementada su
expresion cuando eran sometidos a trata-
mientos con T pero no con 11-KT. Estos
hallazgos sefialan la posibilidad de efectos
especificos para cada uno de estos an-
drégenos.

En teleGsteos se ha descrito que la
sintesis de 11-KT en el testiculo o en teji-
dos extra-testiculares puede ocurrir a par-
tir de pregnenolona viaprogesterona, 17a-
hidroxiprogesterona, androstenediona,
11B-hidroxiandrostenediona y 11-
ketoandrostenediona (OA) (Mayer y col.,
1990a; Goos y Consten, 2002). De acuer-
do con esto, machos castrados e implan-
tados con OA muestran niveles plasmati-
cos elevados de 11-KT (Mayer y col.,
1990b; Borg y col., 1993), y el tratamiento
de machos control con ambas hormonas,
OA y 11-KT, puede promover el desarrollo
testicular (Goos y Consten, 2002).

De esta manera se puede concluir
gue los andr6genos son muy importantes
en el proceso completo de la espermato-
génesis, o, al menos, en algunos pasos
tales como la multiplicacion de las esper-
matogonias o la formacion o maduracion
de los espermatocitos (Remacle, 1976;
Billard y col., 1982; Fostier y col., 1983;
Billard, 1986; Borg, 1994; Nagahama,
1994). También pueden participar en el
inicio de la pubertad (Miura y col.,
19914a,b; Cavaco y col., 1998), ademas de
inducir la espermiacién en algunas espe-
cies, aunque de forma mucho menos efec-
tiva que las progestinas (Ueda y col.,
1985).

Estrégenos

Los estr6genos son hormonas sexua-
les esteroideas que se unen a receptores
de estrogenos (REs) nucleares que actu-
an como ligandos de factores de trans-
cripcion. Los REs se expresan, mayorita-
riamente, en las células sométicas testicu-
lares y en las células germinales haploi-
des masculinas en peces (Chang y col.,
1999; Miura y col., 1999; Bouma y Nagler,
2001; Wu y col.,, 2001; Menuet y col.,
2002; Ito y col., 2007). En peces se han
descrito tres tipos de REs: RE,;, REp; Yy
REp,.

El E, tiene efectos reguladores (direc-
tos e indirectos) en la expresion de genes
importantes para la regulacion de la este-
roidogénesis y la espermatogénesis. Asi
se ha comprobado que los estrégenos
controlan la homeostasis del &cido retinoi-
co en el testiculo, el cual es requerido pa-
ra la proliferacion y diferenciacion de las
espermatogonias no diferenciadas en ra-
ton (Zhou y col.,, 2008), aunque parece
menos relevante en el pez cebra (Alsop y
col.,, 2008). También se ha demostrado
gue los estrogenos inhiben la expresion
del gen que codifica para AMH en trucha
por lo que no esta claro que los estroge-
nos estimulen la renovacion de las células
madre de las espermatogonias (Alsop y
col., 2008) como inicialmente se propuso
(Miura y col., 1999; Song y Gutzeit, 2003).
Dosis suprafisiolégicas (mayores a 100
ng/ml) de estrégenos inhiben la prolifera-
cion celular, inducen apoptosis de las es-
permatogonias indiferenciadas, aceleran
los dltimos eventos de la espermatogéne-
sis e inducen la infiltracién de granulocitos
acidofilos, principal célula fagocitica de
dorada (Chaves-Pozo y col., 2007).

Por otra parte, estudios con E, han
permitido comprobar que hay una serie de
genes que podrian ser considerados como
biomarcadores frente a una exposicion a
estrégenos y que estan involucrados en
diferentes procesos bioldgicos tales como
la proliferacion celular, el metabolismo de
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lipidos, el metabolismo y plegado de pro-
teinas, el transporte y la comunicacion
celular en besugos macho (Pinto y col.,
2006). Sin embargo, el tratamiento con E;
a truchas macho prepuberales produce
una variacion en la expresion de genes
que no fue superior a 1.5-3 veces de su
expresion normal, excepto para el gen que
codifica para la vitelogenina (biomarcador
frente a la exposicion a estrégeno), que se
expreso de 10 a 30 veces mas.

En peces en proceso de madurez,
dosis altas de estrogenos reducen el vo-
lumen del fluido seminal, incrementan la
densidad espermatica y pueden provocar
esterilidad (Lahnsteiner y col., 2006).

Regulacion molecular de la espermato-
génesis

La mitosis de las espermatogonias es
un proceso con el que se consigue una
renovacién lenta de las espermatogonias,
por un lado, y una rapida proliferacion de
espermatogonias diferenciadas que entran
en meiosis, por otro, para dar lugar final-
mente a un gran nimero de espermato-
zoides (Clermont, 1972). Estos dos tipos
de mitosis de las espermatogonias son
reguladas por diferentes mecanismos a
través de las hormonas esteroideas.

Autorrenovacion de las células madre de
las espermatogonias

Los tratamientos con E, no promue-
ven una proliferacion rapida de las esper-
matogonias ni de la meiosis. Sin embargo,
diferentes estudios han evidenciado que
es el E, quien regula la renovacion de las
espermatogonias.

Estudios in vivo han determinado que
la renovacion de las espermatogonias es
estimulada por E, mientras que es inhibida
por tamoxifeno (antagonista del receptor
de estrogenos) en la anguila japonesa
(Miura y col., 1999). Ademéas estudios in
vitro han demostrado que 10 pg/mol de E,
son suficientes para inducir las divisiones

de renovacion en cultivos celulares testi-
culares (Miura y col., 1999; Amer y col.,
2001). Sin embargo, dosis altas tienen un
efecto inhibidor en medaka (Song y Gut-
zeit, 2003).

Los mecanismos moleculares que re-
gulan como los estrégenos inducen la re-
novacion de las espermatogonias no son
muy conocidos en el momento actual
(Miura y col., 2003, 2007). En la anguila
japonesa se ha comprobado que la es-
permatogénesis esta relacionada con una
sustancia denominada eSR34 (sustancias
similares a factores de crecimiento de las
células endoteliales) cuya expresion au-
menta en presencia de E, pudiéndose
concluir que eSR34 es un factor de auto-
rrenovacion de las células madre de las
espermatogonias.

Proliferacion de las espermatogonias

El inicio de la produccién de esperma-
tozoides tiene lugar cuando se pasa de
una lenta mitosis de las espermatogonias,
basada Unicamente en la autorrenovacion,
a una proliferacion rapida que las lleve
hasta la meiosis. La FSH es la hormona
clave para iniciar la espermatogénesis
mientras que la LH es méas importante en
los estadios finales de la maduracion (Oh-
ta y col., 2007).En peces, la funcion prin-
cipal de la FSH, en el inicio de la prolifera-
cion de las espermatogonias, es estimular
la produccion de esteroides inductores de
la espermatogénesis como la 11-KT (Miu-
ray col., 1991a; Kamei y col., 2005; Ohta
y col., 2007). En varios peces teledsteos
se ha demostrado que la 11-KT es sinteti-
zada en el testiculo mediante el estimulo
de las GTHs, detectandose niveles altos
en el suero durante la espermatogénesis
(Billard y col., 1982). La funcion principal
de la 11-KT es inducir la espermatogéne-
sis desde la proliferacion de las esperma-
togonias hasta la espermiogénesis (car-
pin: Kobayashi y col., 1991; anguila: Miura
y col., 1991a; Hucho perryi: Amer y col.,
2001). En general, la 11-KT estimula la

www.conama2012.org

| 13



Efecto de los Esteroides sobre la Dinamica de las

o 2012

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

Células Germinales Testiculares de Pez Cebra

produccion de AMH (Miura y col., 2002) y
activina B (Miura y col., 1995), ambas sus-
tancias son de gran importancia en el ini-
cio de la espermatogénesis en peces. La
AMH, por otro lado, es secretada como
una proteina de sefializacion intracelular.
En el testiculo de anguila, la expresion del
ARNmM de AMH es inhibida por 11-KT.
Para que la espermatogénesis se lleve a
cabo es necesaria la supresion de la ex-
presion de AMH (Schulz y col., 2010). La
activina B se encuentra en el testiculo al
inicio de la espermatogénesis después de
la estimulaciéon con la gonadotropina co-
ribnica humana (hCG) en la anguila japo-
nesa y es capaz de inducir la proliferacion
de las espermatogonias pero no induce la
meiosis o0 estadios germinales mas avan-
zados (Miura y col., 1995). De esta forma,
la AMH y la activina B tienen funciones
opuestas en la diferenciacion de la prolife-
racion rapida de las espermatogonias,
presentado la activina B un efecto estimu-
lador mientras que la AMH tiene un papel
supresor de este proceso.

Contaminacion por disruptores en-
docrinos.

La importancia que actualmente se le
da a la posibilidad de que los disruptores
endocrinos puedan afectar a la reproduc-
cion de las diferentes especies y, espe-
cialmente, a la humana es méas que evi-
dente. En peces, existen muchos indicios
gue relacionan la contaminacién natural
(producida por estrégenos como el estra-
diol o la estrona) o antrdpica (como el es-
trogeno sintético etinilestradiol) que los
disruptores endocrinos presentan con la
reduccién del éxito reproductivo que afec-
ta a las poblaciones silvestres, afectando
tanto a la fisiologia como a la morfologia
reproductiva. La presencia en las aguas
superficiales de estrogenos es un fené-
meno natural, el problema surge cuando
en ella también encontramos concentra-
ciones de estrégenos artificiales, espe-
cialmente debida a la utilizacion masiva de

pildoras anticonceptivas (Desbrow y col,
1998; Larsson y col., 1999; Ternes y col.,
1999; Aherne y Briggs, 1989; Kolpin y col.,
2002a; Kolpin y col., 2002b), los cuales,
aunque en muchos casos se encuentran
en concentraciones menores que los de
origen natural, presentan un potencial en
peces mucho mayor (Segner y col, 2003b;
Thorpe y col, 2003) debido a su larga vida
media y su tendencia a acumularse en los
seres vivos (Lange y col., 2001; Larsson y
col., 1999).

Ejemplos de esta relaciéon son encon-
tramos en diversos estudios con conse-
cuencias tales como son la afeccion del
desarrollo y diferenciacion sexual normal
(Andersen y col., 2003; Metcalfe y col.,
2001, Van Aerle y col., 2002; Van den Belt
y col, 2003, Weber y col., 2003), de la fe-
cundidad (Lange y col, 2001; Scholz y
Gutzeit, 2000; Van den Belt y col., 2002),
0 del comportamiento reproductor (Balch y
col., 2004) reduccion el éxito de la fertili-
zacion o viabilidad de los embriones pro-
cedentes descendientes de adultos ex-
puestos (Hill y Janz, 2003; Lange y col.,
2001; Segner y col., 2003a; Nash y col,
2004), induccion de la produccion de pro-
teinas especificas femeninas en ejempla-
res de peces masculinos (Tyler y Routle-
de, 1998) y de la gonopodia en las hem-
bras (Bortone y Davis, 1994), reduccion
de la cantidad de esperma (Haubrege y
col, 2000), modificacion de los ratios
sexuales (Larsson y col., 2000) asi como
dar prevalencia a la intersexualidad (Jo-
bling y col, 1998).

OBJETIVOS

El presente trabajo propone determi-
nar el efecto de estrogenos (173-estradiol,
E,) y androgenos (11-
ketoandrostenediona, OA) en el testiculo
de machos adultos o sexualmente madu-
ros de pez cebra. Para ello nos plantea-
mos determinar el efecto de E, y de E,
seguido de OA sobre:
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- el indice gonadosomatico.

- la capacidad de proliferacion de los
distintos tipos celulares germinales pre-
sentes en el testiculo.

- la capacidad de diferenciacion de las
espermatogonias A indiferenciadas.

- la expresion de genes marcadores de
algunos tipos celulares testiculares.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Para la realizacion de la investigacion
se utilizaron ejemplares macho de pez
cebra, Danio rerio (Cyprinidae, Cyprini-
forme, Teledsteo), sexualmente maduros,
con un peso corporal medio de aproxima-
damente 0,27 gramos y con una edad de
9 meses. Los ejemplares se mantuvieron
en el acuario de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Utrecht en tanques
de 200 litros de agua dulce con flujo cons-
tante con una tasa de renovacion del 20%
del volumen del acuario/hora, 6ppm de
oxigeno disuelto. Los peces fueron ali-
mentados dos veces al dia con pienso
comercial (Trouvit) y fueron sometidos a
ayuno 24 horas antes de los muestreos.

El cultivo animal bajo condiciones es-
tAndar para esta especie, el manejo y la
experimentacion realizados fueron cohe-
rentes con las regulaciones nacionales
holandesas y fueron aprobados por el
Comité de la Facultad de Ciencias para el
cuidado y uso de animales en Utrecht
(Holanda).

Los ejemplares fueron tratados in vivo
con una disolucién 10nM de E, (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) en agua des-
ionizada durante tres semanas en tanques
de vidrio que contenian 13 dm?, renovan-
do esta disolucion cada 24 horas. La dosis
utilizada fue elegida ya que se conocia su
capacidad para alterar la espermatogéne-
sis de los peces cebra adultos (Van der
Ven y col., 2003). A las tres semanas un
lote de ejemplares continué el tratamiento
con E, durante dos semanas mas y otro

lote de ejemplares fue expuesto ademas a
una disolucion de 10 nM de E, mas 100
nM de l1ll-ketoandrostenodiona (OA). Un
lote de ejemplares sin ninguno de los tra-
tamientos anteriormente descritos fue uti-
lizado como control.

Obtencion de muestras

A las cinco semanas del inicio de los
tratamientos (E,, E,+OA y control) se
muestrearon diez ejemplares de cada uno
de ellos. Los ejemplares fueron colocados
en agua helada y pesados. A continuacion
se obtuvieron los testiculos que fueron
pesados y se calcul6 el indice gonadoso-
matico (IGS) como 100x[Pg/Pc] en donde
Pg corresponde al peso de la gonada (en
gramos) y Pc corresponde al peso corpo-
ral (en gramos). Los testiculos fueron pro-
cesados para su estudio histolégico, ana-
lisis inmunocitoquimico de proliferacion
celular y analisis de expresion de genes.

Seis horas antes de cada muestreo,
los ejemplares fueron expuestos a una
concentracion de 4mg/ml de BrdU en
tampdn fosfato salino (PBS), pH 7,4 esté-
ril; el BrdU es un andlogo de la timidina
que se incorpora al ADN de las células
que se encuentran en la fase de sintesis
(fase S) del ciclo celular.

Procesamiento de muestras

Microscopia 6ptica

Los testiculos fueron fijados en una
solucion de Methacarn (60% metanol,
30% cloroformo y 10% acido acético) du-
rante 16 horas. Posteriormente fueron
deshidratados en concentraciones cre-
cientes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% y
100%) durante 4 horas y embebidos en
resina, Technovich 7100, durante 16
horas a 37T vy, posteriormente, con la
resina y el endurecedor Technovich 7100
durante una hora a temperatura ambiente
y durante 16 horas a 37<C.

Finalmente se realizaron secciones
de 3 um de grosor con el micrétomo de
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rotacion HM 340 E que fueron colocadas
de 5 en 5 en portaobjetos.

Las imagenes de las preparaciones
sometidas a las diferentes técnicas se
obtuvieron empleando un microscopio
convencional Olympus AX70, una camara
digital Nikon DXM1200 y el paquete de
software Nikon ACT-1, version 2.63 (Nikon
Corporation 2000).

Azul de toluidina

Al menos tres secciones de testiculo
de cada ejemplar y de cada tratamiento
fueron tefiidas con azul de toluidina. Para
ello, las secciones fueron introducidas en
azul de toluidina durante 1 minuto y en
agua abundante durante 10 minutos y
fueron aclaradas en xilol durante 10 minu-
tos (2 lavados de 5 minutos). Después se
dejaron secar y se introdujeron en xilol
100%. Finalmente las muestras fueron
cubiertas con un cubreobjetos utilizando el
pegamento Pertex Mounting Media. Estas
muestras fueron utilizadas para el estudio
histolégico y la caracterizacion morfol6gi-
ca del testiculo tras los diferentes trata-
mientos. Ademas en ellas se realizo el
recuento de los diferentes estados de de-
sarrollo de las células germinales previos
a la produccién de los espermatozoides.

Inmonucitoquimica

Con el fin de poder determinar las cé-
lulas germinales que se encontraban re-
plicAndose durante el periodo de exposi-
cion al BrdU, secciones de cada uno de
los ejemplares tanto de los dos tratamien-
tos con hormonas como del grupo control
fueron sometidas a una técnica inmunoci-
toguimica indirecta utilizando un anticuer-
po monoclonal comercial anti-BrdU (Cal-
tag). Para la deteccion de la proliferacion
celular, las secciones de testiculo fueron
sumergidas en agua destilada durante 1 o
2 minutos. A continuacion fueron incuba-
das en &cido periodico al 1% en agua puri-
ficada durante 30 minutos a 60°C y lava-
das varias veces con agua abundante

durante 10 minutos, agua destilada duran-
te 5 minutos y PBS1x (400 gr de NaCl, 10
gr de HCI, 72 gr de Na2HPO4-2H20 y 10
gr de KH2PO4 en 50 litros de agua desti-
lada, pH 7,4) durante 15 minutos (3 veces
durante 5 minutos cada una). Posterior-
mente fueron incubadas en una solucion
inhibidora de la peroxidasa endogena (pe-
réxido de hidrégeno al 1% en PBS1x) du-
rante 10-15 minutos, lavadas con PBS1x
durante 15 minutos (3 veces durante 5
minutos cada una) e incubadas con un
agente de blogueo de la unién inespecifi-
ca del anticuerpo (suero de conejo al 5%,
albimina de suero bovino (BSA) al 1%
diluidos en PBS1x) durante 10 minutos a
temperatura ambiente y lavadas rapida-
mente en PBS1x. Las muestras fueron
incubadas con el suero anti-BrdU a la di-
lucion de trabajo 1:80 en PBS1x con BSA
al 1% durante una hora a temperatura
ambiente. Seguidamente fueron lavadas
tres veces en PBS1x, durante 5 minutos
cada vez, e incubadas durante 30 minutos
a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario contra la inmunoglobulina (Ig)
G de ratdon conjugado con peroxidasa
(Immunologic). Posteriormente fueron la-
vadas cuatro veces en PBS1x, durante 5
minutos cada vez. La actividad peroxida-
sa, en todos los casos, fue revelada incu-
bando las secciones en 3,3-
diaminobencidina (DAB) (25mg-50mg) en
PBS1x con 17 pl de H,0, al 35% durante
3-7 minutos a temperatura ambiente v,
posteriormente, fueron lavadas en agua
destilada durante 5 minutos y contrasta-
das con hematoxilina durante 10-15 minu-
tos y lavadas rapidamente en agua desti-
lada. Posteriormente, todas ellas fueron
lavadas con agua corriente durante 3 mi-
nutos y se dejaron secar. A continuacion
se eliminaron los restos de plastico y se
montaron con pegamento Pertex Mounting
Media (Leica Microsystems).
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Determinacion del indice BrdU

El indice BrdU se determiné para las
espermatogonias A indiferenciadas y las
espermatogonias A diferenciadas. Para
ello se utilizaron las secciones sometidas
a la técnica inmunocitoquimica para de-
tectar la incorporacion de BrdU en su ma-
terial genético y aquellas que no lo hicie-
ron.

El procedimiento escogido para reali-
zar el recuento fue la discriminacion entre
200 células BrdU positivas y negativas en
el caso de las espermatogonias A indife-
renciadas y 100 células BrdU positivas y
negativas en el caso de las espermatogo-
nias A diferenciadas. La diferente eleccion
del numero de células para estos dos dife-
rentes estados desarrollo se basa en el
hecho de que el nimero de espermatogo-
nias A indiferenciadas era, normalmente,
mayor del doble del nimero de esperma-
togonias A diferenciadas, siendo éste, en
la mayoria de los casos cercano a 100.

Cuantificacion del area testicular

Para poder medir el area de las sec-
ciones realizadas para cada uno de los
ejemplares se utilizé una lupa Zeiss Stemi
SV 11, una camara digital Nikon
DXM1200 y el paquete de software Nikon
ACT-1, version 2.63 (Nikon Corporation
2000), con este equipo se consiguio tomar
imagenes de cada una de las secciones
que fueron utilizadas en los recuentos. La
eleccion de la lupa, y nho un microscopio
convencional, se debe a que ésta nos
permitia obtener imagenes ampliadas y
completas de las secciones gracias a que
el aumento conseguido no es excesiva-
mente grande, como ocurre con un mi-
croscopio, haciendo mucho mas sencilla
la aplicacién de un sistema informatico,
que en este caso fue ImageJd, con el cual
se ofrece la posibilidad de dibujar el peri-
metro de las secciones de los testiculos y
calcular, estableciendo previamente una
escala, el area real de estas secciones.

Expresion de genes

Extraccion de ARN

El Trizol (Invitrogen) se utilizé para ex-
traer el ARN total del testiculo. Para ello,
las muestras se homogeneizaron, meca-
nicamente, y por cada mililitro de Trizol se
afiadieron 200 pl de cloroformo (Sigma) y
se centrifugaron a 11.500 rpm durante 15
minutos a 4 C. De esta forma se obtuvo
una fase superior acuosa que contiene el
ARN que fue transferida a unos tubos ep-
pendorf a los que se les afiadié la misma
cantidad de etanol al 70% frio, que la que
se recogio de fase acuosa. Se transfirié el
contenido de los tubos a las columnas del
ARN mini kit (Invitrogen). Estas se centri-
fugaron durante 15 segundos a 11.500
rom y se desechd el sobrenadante. Des-
pués se afadieron 700 pl de tampdn de
lavado | (Invitrogen), se volvié a centrifu-
gar durante 15 segundos a la misma velo-
cidad y de nuevo se elimin6 el sobrena-
dante. A continuacion se afadieron 500 pl
de tampo6n de lavado Il (Invitrogen) y se
centrifugaron las columnas, primero du-
rante 15 segundos y luego durante 1 mi-
nuto. Se repitié este Ultimo paso y se des-
eché la parte inferior de la columna con-
servando el tubo con el filtro. Por dltimo se
adicionaron 35pl de agua tratada con die-
tilpirocarbonato (DEPC) a cada tubo y se
centrifugaron durante 2 minutos a 11.500
rpm.

La concentracion de ARN obtenido
fue cuantificada mediante absorbancia. El
indice de contaminacion con proteinas
(Abs 260/Abs 280) se mantuvo siempre
entre 2-1°5.

Obtencién de ADN copia

Para eliminar posibles contaminacio-
nes de ADN gendmico, las muestras (1 ug
de ARN) se completaron hasta un volu-
men de 8 ul con agua DEPC y fueron tra-
tadas con 1 pl de tampo6n de DNasa | y 1

www.conama2012.org

| 17



Efecto de los Esteroides sobre la Dinamica de las

o 2012

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

Células Germinales Testiculares de Pez Cebra

pl de DNasa | (Invitrogen) a 35 € durante
15 minutos siendo la enzima posterior-
mente desnaturalizada al aumentar la
temperatura a 65 T durante 10 minutos
en presencia de 1 pl de EDTA. La reac-
cion de retrotranscripcion fue realizada
con 1 ug de ARN al que se le afiadio 1 pl
de Oligo-dT (Invitrogen) y 1 ul de una so-
lucion de dNTP (10 mM, Invitrogen) y se
incubaron a 65 € durante 5 minutos. Por
dltimo se adicionaron 4 ul de tampoén de
reaccion 5x (First Strand), 1ul de ditiotrei-
tol (DTT) 0,1 M, 1 ul del inhibidor de RNa-
sas (RNase Out Recombinant Ribonu-
clease Inhibitor, Invitrogen) y 1 ul de retro-
transcriptasa (SuperScrip Il RNase H-
Reverse Retrotranscriptase, Invitrogen).
Para llevar a cabo la reaccion de sintesis
del ADNc se pusieron los tubos en el ter-
mociclador a 50 T durante 50 minutos
para permitir la retrotranscripcién y a 70C
durante 15 minutos para inactivar el enzi-
ma. El ADNc asi obtenido fue llevado has-
ta un volumen final de 100 ul con agua
para biologia molecular (libre de RNasas y
DNasas) y guardado a -20 <.

PCR

Una vez realizada la RT se paso a
amplificar los genes: scyp3l (marcador de
espermatocitos), shippo (marcador de
espermétidas) y InsI3 (marcador de célu-
las de Leydig) y el control endégeno, B-
actina, por PCR en un termociclador Ep-
pendorf Mastercycle Gradient Instrument.
Para analizar la expresion de cada uno de
los genes, arriba indicados, se llevaron a
cabo reacciones en las que se utilizaron 1
Ml de ADNCc junto a 2°5 ul de tampon 10x
libre de Mg®* (Invitrogen), 125 pl de
MgCI2 y de DMSO, 0°5 pl de una solucion
de dNTP (Invitrogen) 2°5 mM, 1 ul de cada
uno de los oligonucleétidos sintéticos de
los genes arriba indicados, 0°1 pl de Taq
ADN Polimerasa (Invitrogen) y 16°4 ul de
agua para biologia molecular (en cada
tubo). Estas mezclas fueron incubadas a
las temperaturas y tiempos que se indican

en la Tabla 1. Lamentablemente no po-
demos ofrecer la secuencia de los oligo-
nucleétidos utilizados ya que todavia no
estan publicados y nos han sido propor-
cionados por la colaboracion establecida
con el grupo de investigacion de la Uni-
versidad de Utrecht. Los productos ampli-
ficados fueron separados mediante una
electroforesis en un gel de agarosa (Pro-
nadisa) al 1% conteniendo 05 uyg/ml de
bromuro de etidio (Sigma) y visualizados
con luz UV.

PCR cuantitativa a tiempo real

La PCR a tiempo real se realizé con
un termociclador ABI PRISM 7500 Instru-
ment (Applied Biosystems) usando SYBR
Green PCR Core Reagents (Applied Bio-
systems). Para el analisis de cada gen se
mezcl6 4’4 ul de agua para biologia mole-
cular, 0°3 ul de cada oligonucledtido sinté-
tico y 10 pl de SYBR Green, por pocillo.
Entonces se afiadieron 5 pl por pocillo de
cDNA preparado en la siguiente propor-
cion: 1 ul de ADNc: 4 ul de agua para bio-
logia molecular y se incubé durante 10
minutos a 95T, seguido de 40 ciclos re-
petidos (15 segundos a 95 C, 1 minuto a
60 € y 15 segundos a 95C). En cada
caso los niveles de ARNm fueron corregi-
dos usando como referencia endogena la
expresion de ARNm de la proteina ribo-
somica S18 (rpsl8) de cada muestra y
cada muestra se analizo por triplicado.

Analisis estadistico

Teniendo en cuenta de que aunque
se parti6 de diez ejemplares para cada
tratamiento el proceso llevado a cabo sue-
le arrastrar consigo la pérdida de varios de
los ejemplares, el namero final de ejem-
plares con el que se trabajé estadistica-
mente fue siempre menor que 10 en todos
los datos procesados.

La opcién estadistica que se empled
para analizar cuantitativamente los resul-
tados obtenidos fue el paquete informético
Prism 5 (GraphPad, San Diego, Ca, USA).
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Todos los datos fueron analizados
mediante analisis no paramétrico a través
del analisis univariable de la varianza
(ANOVA) vy el test Tukey (P<0,05) para
determinar diferencias significativas entre
los grupos. Para todos los analisis elegi-
mos siempre un valor de significancia de
P<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los estrégenos estan implicados en
numerosos procesos de la reproduccion
masculina y son esenciales para obtener
una fertilidad normal como se ha compro-
bado en mamiferos utilizando ratones mu-
tados para los REs (Akingbemi y col.,
2003; Gould y col., 2007). Funcionalmen-
te, los estrégenos estimulan la renovacién
de las células madre de las espermatogo-
nias en el testiculo inmaduro de la anguila
japonesa, probablemente, a través de las
células de Sertoli (Miura y col., 1999,
2003). En los anfibios, que tienen una es-
tructura quistica similar a la de los peces,
los estrégenos promueven la proliferacion
de las espermatogonias (Cobellis y col.,
1999; Chieffi y col., 2000). Diferentes es-
tudios han puesto de manifiesto los efec-
tos que provocan los estrégenos en los
diferentes niveles del eje hipotalamo-
hipofisis-génada (Tsay y col., 2005; Zhang
y col., 2008) entre los que se incluyen la
inhibiciébn de la sintesis de andrégenos,
actuando directamente sobre las células
de Leydig (Baron y col., 2005) o sobre la
hipofisis y/o el hipotalamo actuando sobre
la sintesis o el control de las GTHs (Koba-
yashi y col., 2001), y que conduce a una
interrupcion de la espermatogénesis
(Pawlowski y col., 2004). Sin embargo no
se conoce con exactitud cuales son los
niveles de actuacion de los estrégenos
sobre la espermatogénesis de peces v,
posiblemente, un analisis morfométrico
detallado de los distintos tipos celulares
que constituyen el testiculo sera de gran
utilidad. Otra de las aplicaciones de nues-

tro estudio es el de prever el efecto de los
contaminantes ambientales de carécter
estrogénico sobre la fisiologia testicular o
sobre cualquier otro aspecto de la biologia
de los peces (Song y Gutzeit, 2003; Ca-
bas y col., 2011, 2012). Por otra parte se
ha comprobado que el E, inhibe la apop-
tosis de las espermatogonias en el testicu-
lo de tiburon (Betka y Callard, 1998) mien-
tras que la aumenta en dorada (Chaves-
Pozo y col., 2007).

Los androgenos inducen una prolife-
racion rapida de las espermatogonias y su
diferenciacién terminal en espermatozoi-
des en testiculo inmaduro de anguila ja-
ponesa en cultivo (Miura y col., 1991). El
tratamiento con andrégenos de peces ga-
to macho juveniles induce el crecimiento
del testiculo, la proliferacion de las esper-
matogonias Yy la entrada en la meiosis
(Cavaco y col., 1998) y el incremento de
los niveles plasmaticos de andrégenos en
el salmoén coincidiendo con una prolifera-
ciobn rapida de las espermatogonias
(Campbell y col., 2003). Sin embargo no
tenemos mucha informacion sobre el efec-
to de los androgenos en la espermatogeé-
nesis de peces adultos o sexualmente
maduros.

Por tanto nuestro estudio se ha cen-
trado en el andlisis del efecto de estrége-
nos y andrégenos sobre la espermatogeé-
nesis de pez cebra adulto con el fin de
determinar el momento preciso en el que
se inhibe la espermatogénesis.

El 17B-estradiol disminuye el indice
gonadosomatico

El IGS es la relacion existente entre el
peso de la génada y el peso corporal de
un individuo. El E, provoca la disminucion
del IGS (0.3%) que tiende a volver a valo-
res similares al IGS de los ejemplares
control (1%) cuando son tratados con OA
(0.7%) (Figura 7). Sin embargo el E; no
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provocO descenso en el IGS de peces
cebra aunque si provocé un descenso del
peso testicular (de Waal y col., 2009), po-
siblemente puede ser debido a la diferente
edad de los ejemplares ya que también se
ha comprobado que la capacidad de res-
puesta de los ejemplares a los tratamien-
tos hormonales depende de su estado de
maduracioén (Schulz y col., 2008).

1.21 A

1.14 T

1.04 AB
0.94
0.84 |
0.7+
0.6-
0.5+ B
0.4

0.3+ |
0.2+
0.1+

0.0 7 g
Control E2

IGS (%)

E2+OA

|Grupos Experimentales

Figura 7. Indice gonadosomaético de los ejemplares
de pez cebra control y de los tratados con E; duran-
te 5 semanas (E2) y los tratados con E; durante 5
semanas y con OA durante las Ultimas 2 semanas
(E2+0A). Las diferentes letras muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos
segun el test de Tukey (p<0,05).

En consonancia con nuestros resulta-
dos, la exposicion de ejemplares sexual-
mente maduros de dorada a dosis suprafi-
siolégicas de E, durante 5 semanas pro-
vocO una disminucion del IGS (Chaves-
Pozo y col., 2007). Cuando los ejemplares
de pez cebra son tratados con OA (pre-
cursor de la 11-KT) después y durante el
tratamiento con E,, el valor del IGS tiende
a recuperar valores similares a los ejem-
plares control lo que concuerda con el
hecho de que el E, provoca un descenso
de los niveles plasmaticos de 11-KT (de
Waal y col., 2009). Un resultado similar se
ha obtenido en ratas al utilizar benzoato
de estradiol (derivado sintético de E;) y
FSH (hormona necesaria para producir un
incremento en los niveles de andrégenos)
(Kula'y col., 2001).

El 17B-estradiol provoca un aumento
del nimero y porcentaje de quistes de
espermatogonias A indiferenciadas y
un descenso del resto de quistes. Los
andrégenos tienen un efecto contrario

Los peces, en general, y el pez cebra,
en particular, son considerados modelos
excelentes para el estudio de los meca-
nismos de regulacion de la espermatoge-
nesis. Sin embargo, la mayoria de los es-
tudios sobre la biologia de la reproduccion
de los machos de pez cebra estan centra-
dos en determinar el efecto de los disrup-
tores endocrinos (Nash y col.,, 2004,
McGonnell y Fowkes, 2006) o la produc-
cion de feromonas reproductivas (Van den
Hurk y col., 1987) y son muy pocos los
datos cuantitativos que tenemos sobre
aspectos morfolégicos del testiculo y la
espermatogénesis (Leal y col., 2009). Por
otra parte se ha demostrado que los estu-
dios histologicos y morfométricos sobre el
testiculo son adecuados para el analisis
de la espermatogénesis y la funcion testi-
cular en peces (Vilela y col., 2003; Schulz
y col., 2005).

El andlisis de la frecuencia de los
guistes de los diferentes tipos de células
germinales lo hemos realizado sobre sec-
ciones de testiculo tefiidas con azul de
toluidina de los ejemplares de pez cebra
sometidos a los diferentes tratamientos
(Figura 8). El estudio morfolégico clasico
de las secciones testiculares nos permite
analizar el efecto del tratamiento de peces
cebra adultos con E; y con E; junto con
OA sobre el niumero y/o porcentaje de los
distintos tipos de quistes. Asi comproba-
mos que el testiculo de los ejemplares de
pez cebra control presenta quistes de to-
dos los tipos de células germinales y gran
cantidad de espermatozoides en la luz de
los tubulos seminiferos (Figura 8a).
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El tratamiento con E, durante 5 se-
manas de ejemplares adultos de pez ce-
bra provoca maodificaciones estructurales
en el testiculo observdndose un numero
grande, en proporcion, de quistes de es-
permatogonias tipo A y una reduccion
drastica de los espermatozoides (Figura
8b). El tratamiento con OA y E, durante 2
semanas tras el tratamiento con E, duran-
te 3 semanas provoca la presencia, en las
secciones de testiculo, de gran cantidad
de quistes de espermatogonias y de es-
permatocitos pero menor cantidad de
quistes de espermétidas y espermatozoi-
des (Figura 8c), si se compara con las
secciones testiculares de los peces cebra
control (Figura 8a).

aLele . n&:i . d.%ﬂk: (et
Figura 8. Secciones de testiculo de pez cebra tefii-
das con azul de toluidina. Nétense las diferencias
morfologicas entre las secciones de testiculo de
ejemplares de peces cebra control (A), peces cebra
tratados con E; (B) y peces cebra tratados con E, y
OA (C). Aind, espermatogonias A indiferenciadas; A
diff, espermatogonias A diferenciadas; B, esperma-
togonias B; SC, espermatocitos; ST, espermatidas;
esperma, espermatozoides. Aumentos de x40

Estas diferencias morfolégicas las
hemos analizado con mas detalle contan-
do el numero de quistes de los diferentes
tipos celulares germinales y las hemos
representado utilizando diferentes para-
metros (namero, porcentaje y numero y
porcentaje por area testicular) lo que nos
ha permitido tener una idea mas exacta y
completa del efecto del tratamiento de los
ejemplares de pez cebra con E, y con E;
seguido de E, y OA.

En primer lugar hemos representado
el numero de quistes de células germina-
les (Figura 9) y hemos comprobado que
en los ejemplares control hay un mayor
namero de quistes de espermatocitos
(~190 quistes) seguido de quistes de es-
permatonias B (~100 quistes) y de esper-
matogonias A indiferencias (~90 quistes)
siendo los més escasos los quistes de
espermatidas (~30 quistes) aunque sin
gue haya un predominio excesivo de nin-
guno de ellos.
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Figura 9. Numero de quistes de los diferentes tipos
de células germinales, en valores absolutos, en el
testiculo en los ejemplares de pez cebra tras los
diferentes tratamientos: ejemplares control, ejem-
plares tratados con E; durante 5 semanas (E2) y
ejemplares tratados con E; durante 5 semanas y
con OA durante las 2 ultimas semanas (E2+O0A).
Aund, espermatogonias A indiferenciadas; A diff,
espermatogonias A diferenciadas; B, espermatogo-
nias B; SC, espermatocitos; ST, espermatidas. Las
diferentes letras muestran diferencias estadistica-
mente significativas entre los grupos segun el test
de Tukey (p<0,05).

El E, provoca un aumento considera-
ble del nimero de quistes de espermato-
gonias A indiferenciadas (~650 quistes
frente a los ~150 quistes presentes en el
testiculo de los peces cebra control) y una
disminucion en el numero de quistes de
los restantes tipos celulares germinales
(Figura 9) lo que hace que haya un claro
predominio de espermatogonias tipo A. El
tratamiento con OA y E,, posterior al tra-
tamiento con E,, tiende a disminuir el nu-
mero de quistes de espermatogonias A
indiferenciadas (~450 quistes) aunque
este numero no es estadisticamente signi-
ficativo con respecto al nUmero de quistes
del testiculo de los ejemplares tratados
s6lo con E,, y provoca que el numero de
quistes de los diferentes tipos de células
germinales vuelva a valores similares a
los encontrados en los peces cebra con-
trol (Figura 9) por lo que volvemos a en-
contrar secciones testiculares con todos
los tipos celulares germinales, incluidos
los espermatozoides.

Analizamos también el porcentaje de
quistes de células germinales en el testi-
culo de los peces cebra sometidos a los
diferentes tratamientos hormonales (Figu-
ra 10) y los datos obtenidos apoyan los
resultados obtenidos tras el analisis del
namero de quistes de células germinales.
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Figura 10. Porcentaje de quistes de los diferentes
tipos de células germinales en el testiculo de los
ejemplares de pez cebra tras los diferentes trata-
mientos ejemplares control, ejemplares tratados con
E, durante 5 semanas (E2) y ejemplares tratados
con E; durante 5 semanas y con OA durante las 2
Ultimas semanas (E2+OA). Aind, espermatogonias
A indiferenciadas; A diff, espermatogonias A dife-
renciadas; B, espermatogonias B; SC, espermatoci-
tos; ST, espermatidas. Las diferentes letras mues-
tran diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos segun el test de Tukey (p<0,05).

Asi, en los ejemplares de pez cebra
control, el quiste celular mas abundante
es el formado por espermatocitos (40%),
seguido por el de las espermatogonias A
indiferenciadas y el de las espermatogo-
nias B (20%) y el de las espermatogonias
A diferenciadas (10%) siendo los més es-
casos los constituidos por espermatidas
(7%). El E, provoca un aumento en el por-
centaje de los quistes de espermatogonias
A indiferenciadas (84%) sobre el encon-
trado en los ejemplares control (20%) vy
una disminucion en el porcentaje de quis-
tes formados por el resto de tipos celula-
res germinales (Figura 9). Cuando los
ejemplares han sido tratados con OA y E,
tras el tratamiento con E,, los porcentajes
de quistes de todos los tipos celulares
germinales vuelven a valores similares a
los de los ejemplares control.
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Las figuras 9 y 10 nos proporcionan
una idea general de los valores absolutos
y relativos, respectivamente, en cuanto al
numero de quistes de cada tipo celular
germinal que encontramos en los machos
de pez cebra tratados con E,, E,+OA y los
del grupo control y que corroboran lo des-
crito tras las observaciones morfoldgicas
clasicas (Figura 8). Ahora bien, estos da-
tos no tienen en cuenta las diferencias
derivadas del distinto tamafio que presen-
tan los testiculos de los ejemplares en los
tres grupos estudiados, como hemos po-
dido apreciar tras el andlisis del IGS de los
ejemplares de pez cebra sometidos a los
diferentes tratamientos.

Por ello a continuacion introdujimos
un parametro corrector de las posibles
diferencias que surgen al comparar testi-
culos de ejemplares sometidos a los dife-
rentes tratamientos (Figura 11). Asi
hemos analizado el nimero de quistes de
células germinales/area en cada una de
las secciones.

Tras el andlisis del numero de quistes
de células germinales por area se com-
prueba que son los quistes de espermato-
citos los mas abundantes en los peces
cebra control (~175 quistes/mm?) segui-
dos por los de espermatogonias A indife-
renciadas y los de espermatogonias B
(~100 quistes/mm?) y por los quistes de
espermatogonias A diferenciadas (~50
quistes/mm?) siendo los mas escasos los
de espermatidas (~16 quistes/mm?) (Figu-
ra 11). Como en los andlisis anteriores
comprobamos que el E, provoca un au-
mento en el numero de quistes de esper-
matogonias A indiferenciadas (~650 quis-
tes/mm?®) mientras que el descenso en el
namero de quistes formados por otros
tipos de células germinales, solo es esta-
disticamente significativo en el caso de los
quistes de espermatocitos. Ademas, el
tratamiento con OA méas E, no provoca
una disminucion estadisticamente signifi-

cativa (~500 quistes/mm?) en el namero
de quistes de espermatogonias A indife-
renciadas mientras que si se recupera el
valor de los ejemplares control en el caso
del numero de quistes de espermatocitos
(Figura 11).

Numero de Quistes/Area Secciones

B JControl

Quistes de células
germinales/
Area de los testiculos (mm z]
158888888

Tipo de Célula Germinal

Figura 11. Namero de quistes de los diferentes tipos
de células germinales en el testiculo en los ejempla-
res de pez cebra tras los diferentes tratamientos:
ejemplares control, ejemplares tratados con E;
durante 5 semanas (E2) y ejemplares tratados con
E, durante 5 semanas y con OA durante las 2 ulti-
mas semanas (E2+OA). Aind, espermatogonias A
indiferenciadas; A diff, espermatogonias A diferen-
ciadas; B, espermatogonias B; SC, espermatocitos;
ST, espermatidas. Las diferentes letras muestran
diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos segun el test de Tukey (p<0,05).

Todos estos datos nos apuntan que
el E; promueve la proliferacion celular de
la espermatogonias A indiferenciadas al
producir un incremento importante en su
namero y porcentaje en los ejemplares
macho adultos de pez cebra pero imposi-
bilita que éstas se diferencien a esperma-
togonias A diferenciadas por lo que se
reduce el numero de todos los tipos celu-
lares germinales restantes de la esperma-
togénesis incluidos los espermatozoides.
Sin embargo, el tratamiento con dosis su-
prafisiolégicas de E, en machos funciona-
les de dorada, una especie hermafrodita
protandrica, acelera los eventos finales de
la espermatogénesis, es decir se produce
un numero importante de espermatozoi-
des que, sin embargo, no son liberados al
medio marino e inhibe la proliferacion de
las espermatogonias en los estadios mas
tempranos (Chaves-Pozo y col.,, 2007).
Teniendo en cuenta el incremento en la
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ratio de renovacion de las espermatogo-
nias tipo A podria pensarse que la ratio de
apoptosis, al menos en las espermatogo-
nias tipo A, podria no verse afectada. Fu-
turos estudios serian interesantes para
determinar la influencia o no del E, en la
pérdida de espermatogonias tipo A me-
diante apoptosis.

El tratamiento con OA favorece la di-
ferenciacion de las espermatogonias A
indiferenciadas en espermatogonias A
diferenciadas ya que hay una ligera dismi-
nucion de las espermatogonias A indife-
renciadas y un aumento de los restantes
tipos celulares germinales conducentes a
la formacién de espermatozoides.

En diferentes estudios en los que se
ha combinado el tratamiento de estroge-
nos con andrégenos o con hormonas
hipotaldmicas o hipofisarias se ha com-
probado que las células que se generan
por renovacién de las espermatogonias en
presencia de E, son capaces posterior-
mente, cuando se suministraba 11-KT, de
proliferar y de diferenciarse para dar lugar
a todos los demas tipos celulares de célu-
las espermatogénicas, indicando que es-
tas nuevas espermatogonias guardan la
habilidad de desarrollarse hasta esperma-
tozoides (Miura y col., 1999; Kula y col.,
2001). Ademas, Agulleiro y col. (2007)
observaron que en los ejemplares macho
de lenguado senegalés tratados con OA 'y
analogos de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRHa) se producia un
aumento alto de la concentracion plasma-
tica de 11-KT y una mayor proporcion de
espermatidas por seccion de testiculo in-
dicando que este tratamiento aceleraba el
proceso de espermatogénesis con respec-
to al tratamiento del lenguado senegalés
Unicamente con GnRHa.

Leal y col. (2009) han determinado
que en pez cebra se necesitan seis dias
para que se lleve a cabo de forma comple-

ta las fases meidtica y espermiogénica
pero no se han realizado estudios que
determinen el tiempo necesario para que
una espermatogonia tipo A indiferenciada
prolifere y se diferencie hasta alcanzar el
estado de preleptotene. De nuestros resul-
tados podemos, también, concluir que el
tratamiento de los ejemplares de pez ce-
bra con OA y E, durante dos semanas,
tras haber sido tratados con E, durante 3
semanas, no es tiempo suficiente para
que el numero y porcentaje de la esper-
matogonias A indiferenciadas vuelva a
valores similares a los de los ejemplares
de pez cebra control y permita que la es-
permatogénesis progrese adecuadamente
y, que por lo tanto, el tiempo necesario
para que una espermatogonia A indiferen-
ciada llegue a dar lugar a un quiste de
células en preleptotene es mayor a dos
semanas (Miura y col., 1991; Leal y col.,
2009). Nuevos experimentos en los que
se traten ejemplares de pez cebra con OA
durante un periodo de tiempo mayor per-
mitirhn comprobar el tiempo necesario
para gue una espermatogonia A indiferen-
ciada complete la espermatogénesis.
También seria interesante comprobar si
OA Unicamente tiene capacidad prolifera-
tiva y si no permite que se lleve a cabo la
autorrenovacion, de tal manera que seria
adecuado tratar a un grupo de individuos
de pez cebra con OA durante un periodo
de tiempo determinado y comprobar si el
namero de espermatogonias A indiferen-
ciadas disminuye, lo que indicaria que
efectivamente, OA permite la proliferacion
pero no la diferenciacion.

El 17B-estradiol y los andrégenos indu-
cen un aumento del niumero y porcen-
taje de espermatogonias A indiferen-
ciadas
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: ORI L)
Figura 12.- Secciones testiculares de ejemplares de
pez cebra control (A), de ejemplares tratados con E;
durante 3 semanas (B) y de ejemplares tratados
con E; durante 5 semanas y tratados con OA duran-
te las 2 ultimas semanas (C) que han sido inmuno-
tefiidas con el suero anti-BrdU. Los ejemplares han
sido previamente incubados con BrdU. Notese
como el nimero de células BrdU positivas es mayor
en las figuras B y C. Aumentos de x40.

Para determinar el efecto de estrége-
nos y andrégenos sobre la proliferacion
celular realizamos una técnica inmunoci-
toquimica utilizando un suero anti.BrdU
para lo que previamente los ejemplares de
pez cebra han sido tratados con BrdU. En
los ejemplares control no observamos un

namero importante de células BrdU positi-

vas (Figura 12a) mientras que tanto en los
ejemplares de pez cebra tratados con E,
(Figura 12 b) como los tratados con E,
méas OA (Figura 12c) se produce un au-
mento en el nimero de células BrdU posi-
tivas.

Comprobamos que el E; inhibe la es-
permatogénesis ya que se produce un
aumento de la proliferacién celular de las
espermatogonias A indiferenciadas pero
no la de las espermatogonias A diferen-
ciadas.

A continuacion analizamos el numero
de espermatogonias A indiferenciadas
(Figura 13a) y espermatogonias A diferen-
ciadas (Figura 13b) que han incorporado
BrdU y, que por tanto, se encuentran en
fase de proliferacion celular.
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Figura 13.- Numero de espermatogonias A indife-
renciadas BrdU positivas (a) y de espermatogonias
A diferenciadas BrdU positivas (b) en las secciones
testiculares de ejemplares de peces cebra control,
tratados con E2 durante 3 semanas (E2) y tratados
con E; durante 5 semanas y de OA durante las 2
Ultimas semanas (E2+OA). Aind BrdU+, esperma-
togonias A indiferenciadas que han incorporado
BrdU en su material genético y que han sido pues-
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tas de manifiesto mediante un suero anti-BrdU
mediante una técnica inmunocitoquimica.

El E, induce la proliferacion de las es-
permatogonias A indiferenciadas pero no
la de las espermatogonias A diferencia-
das. El tratamiento con OA mantiene el
numero de espermatogonias A indiferen-
ciadas en proliferacion (Figura 13a) y no
induce la proliferacion de las espermato-
gonias A diferenciadas (Figura 13b).

Cuando analizamos el porcentaje de
células BrdU positivas (Figura 14) obser-
vamos resultados similares a los descritos
anteriormente. El E, y el OA aumentan el
porcentaje de espermatogonias A indife-
renciadas BrdU positivas.
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Figura 14.- Porcentaje de espermatogonias A indife-
renciadas BrdU positivas (a) y de espermatogonias
A diferenciadas BrdU positivas (b) en las secciones
testiculares de ejemplares de peces cebra control,
tratados con E; durante 3 semanas (E2) y tratados
con E; durante 5 semanas y de OA durante las 2
Ultimas semanas (E2+OA). Aind BrdU+, esperma-
togonias A indiferenciadas que han incorporado
BrdU en su material genético y que han sido pues-
tas de manifiesto mediante un suero anti-BrdU
mediante una técnica inmunocitoquimica.

De forma similar a como hicimos con
el numero de quistes de células germina-
les hemos analizado el numero y de es-
permatogonias tipo A BrdU positivas por
area de la seccion testicular (Figura 15).
Los resultados son similares a los descri-
tos anteriormente.
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Figura 15.- Numero de espermatogonias A indife-
renciadas BrdU positivas/mm2 (a) y de espermato-
gonias A diferenciadas BrdU positivas/mm2 (b) en
las secciones testiculares de ejemplares de peces
cebra control, tratados con E, durante 3 semanas
(E2) y tratados con E; durante 5 semanas y de OA
durante las 2 dltimas semanas (E2+OA). Aind
BrdU+, espermatogonias A indiferenciadas que han
incorporado BrdU en su material genético y que han
sido puestas de manifiesto mediante un suero anti-
BrdU mediante una técnica inmunocitoquimica.

Los andrégenos inducen la expresion
de genes marcadores de diferentes ti-
pos celulares testiculares.

Hemos analizado los niveles de
expresion génica de tres genes involucra-
dos en la espermatogénesis (Figura 16):
sycp3, shippo 1 e insl3.
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Sycp3 es una proteina especifica de
la meiosis que forma parte de la familia de
proteinas del complejo sinaptonémico que
han sido caracterizadas en mamiferos,
especialmente en roedores (Baier y col.,
2007). Recientemente Iwai y col. (2004,
2006) han descrito que Sycp3 se expresa
durante la meiosis de medaka y por tanto
este gen puede ser utilizado como marca-
dor de espermatocitos.

Shippo 1 es un gen marcador de célu-
las haploides es decir de espermétidas y
espermatozoides que fue clonado y carac-
terizado en testiculo de ratén (Egydio de
Carvalho y col., 2002). Shippo 1 es una
proteina que esta presente en el citoplas-
ma de las espermatidas y en la cola de los
espermatozoides maduros.
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Figura 16.- Analisis de los niveles de ARNm de
scp3l, shippo y insI3 en testiculo de ejemplares de
pez cebra tratados con E; durante 5 semanas (E2)
y ejemplares tratados con E, durante 5 semanas y
con OA durante las 2 dltimas semanas (E2+OA)
mediante gRT-PCR. Los datos de expresion repre-
sentan la media + SEM de muestras por triplicado.
Los niveles de expresién del gen fueron normaliza-
dos con los niveles de ARNm de rps18. Las diferen-
tes letras muestran diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos segun el test de Tu-
key (p < 0,05). El ARNm total se obtuvo realizando
un pool con la misma cantidad de ARNm de 6 pe-
ces/grupo/tiempo.

La proteina insl3, factor similar a insu-
lina 3, fue denominada inicialmente como

péptido similar a Leydig (Ley-I-L) y tam-

bién es conocida como factor similar a
relaxina (RLF) y es un miembro de la fami-
lia de la relaxina. Su funcién principal esta
asociada al descenso del testiculo (Nef y
Parada, 1999; Zimmermann y col., 1999).
La Insl3, como la testosterona, es produ-
cida por las células de Leydig y es, por
tanto, considerada como un marcador de
las células de Leydig (Foresta y col.,
2004).

El perfil de expresion de los tres ge-
nes es bajo en los ejemplares tratados
con E, lo que concuerda con el descenso
en el numero y porcentaje de los esper-
matocitos y esperméatidas. Por otra parte,
también es bajo el perfil de expresién de
insl3 lo que nos sugiere que el E, también
provoca un descenso en el numero y/o en
la actividad de las células de Leydig. Por
otra parte, el tratamiento posterior con OA
provoca un aumento importante en la ex-
presion de los tres genes.

CONCLUSIONES

1. El 17B-estradiol inhibe la progre-
sion de la espermatogénesis en ejempla-
res macho de pez cebra sexualmente ma-
duros ya que provoca un aumento en el
namero y porcentaje de espermatogonias
A indiferenciadas como consecuencia de
un aumento en su ratio de proliferacion
celular y disminuye el nimero y porcentaje
de espermatogonias A diferenciadas, es-
permatogonias B, espermatocitos y es-
permétidas y, por tanto, de espermatozoi-
des ya que no estimula la ratio de prolife-
racion celular de las espermatogonias A
diferenciadas.

2. Los andrégenos, por el contrario,
no inhiben la progresion de la espermato-
génesis en ejemplares macho de pez ce-
bra sexualmente maduros ya que no au-
menta el nimero y porcentaje de esper-
matogonias A indiferenciadas ni su ratio
de proliferacién celular pero si aumenta el
ndamero y porcentaje de espermatogonias
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A diferenciadas, espermatogonias B, es-
permatocitos, esperméatidas y, por tanto,
de espermazoides aunque no se estimula
la ratio de proliferacion celular de las es-
permatogonias A diferenciadas.

3. Los andrégenos estimulan la ex-
presién de genes marcadores de esper-
matocitos, espermatidas y espermatozoi-
des y de células de Leydig.
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