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RESUMEN

Introduccidn. La deficiencia de hormonas tiroideas al nacimiento es conocido como
hipotiroidismo congénito (HC), esta patologia puede alterar algunas funciones
reproductivas interviniendo en el proceso de espermatogénesis desde etapas
tempranas como lo es la diferenciacion de gonocitos, lo que podria repercutir en la
etapa juvenil y por lo tanto en la fertilidad futura. Objetivo. Determinar si la
diferenciacion de los gonocitos se ve afectada por el HC y si este hecho afecta la
calidad del epitelio seminifero y algunos parametros espermaticos en animales
juveniles. Material y métodos. Se formaron dos grupos de ratas, control y con HC. El
HC se desarrollé administrando Metimazol del dia 16 de gestacion hasta la eutanasia
(dias 3, 5, 8, 10, 16 y 64 postnatal). Se extrajeron testiculos y se procesaron para su
inclusion en EPON. Se obtuvieron cortes y se observo la diferenciacion de gonocitos,
el nimero de células de Sertoli, se determiné el area y el indice de maduracion del
epitelio seminifero, asi como las alteraciones histolégicas y la vitalidad, morfologia y
concentracion espermética. Los resultados fueron analizados empleando una t-student
(p<0.05). Resultados. Las ratas con HC al compararse con el grupo control, los
gonocitos no se diferenciaron correctamente y por consiguiente hubo una reducciéon
en el numero de células germinales y un aumento en el nimero de células de Sertoli.
Se observo, reduccion en la maduracion y el area del epitelio seminifero con hipoplasia
de células germinales. También se presenté aumento en las alteraciones histolégicas
(P<0.05) y no se encontraron espermatozoides presentes. Conclusiones. La
deficiencia de hormonas tiroideas durante el desarrollo intrauterino y la etapa neonatal
altera proceso de diferenciacion de los gonocitos. Esto repercute en la citoarquitectura,
poblacion de células germinales, asi como en los pardmetros espermaticos en la etapa

juvenil.
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1. INTRODUCCION

1.1. Glandulatiroides

1.1.1. Anatomia e histologia

La tiroides es una glandula endocrina en forma de mariposa situada en la parte inferior
del cuello. Esta presente al frente y a los lados de la trAquea. Su importancia radica en
el papel que juega en la regulacion de la tasa metabdlica basal, ademas de estimular
el crecimiento somético y neuroldgico (Khan y Farhana, 2019). Esta glandula de color
oxido, consta de dos I6bulos conectados por un istmo estrecho, ubicado ventro-lateral
a la traquea justo debajo de la laringe. Las células de la glandula tiroides humana, esta
compuesta por foliculos, muy distendidos y cubiertos por un epitelio aplanado, lleno de
sustancia coloide, consistente con un bajo nivel de actividad tiroidea (Figura 1). En
algunos pequefios mamiferos como la rata, los foliculos de la glandula tiroides difieren
en el tamafio, ya que son mas pequefios, contienen menos coloide y estan recubiertos
por células epiteliales cubicas mas gruesas consistente con un mayor nivel de
actividad tiroidea (Choksi et al., 2003). El coloide es un producto secretor que contiene
tiroglobulina, el cual es el precursor de las hormonas tiroideas (HTs) activas llamadas
3.5.3'-triyodotironina o triyodotironina y 3.5.3', 5'-tetrayodotironina o tiroxina (Tz y Ta

respectivamente) (Picut y Parker, 2017).
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Figura 1. Anatomia de la glandula tiroides (Fernadez-Tresguerres et al., 2010)
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1.1.2. Desarrollo embrionario

La glandula tiroides se desarrolla a partir de la cresta neural y el piso de la faringe
primitiva, entre las bolsas faringeas cerca de la base de la lengua. En la tercera
semana, alrededor del dia 20 a 24 y en ratas a partir del dia de gestacion (DG) 11, las
células endodérmicas de la faringe primitiva proliferan, creando el diverticulo tiroideo.
El diverticulo tiroideo migra caudalmente a lo largo de la linea media, cruzando con
anterioridad al hueso hioides y al cartilago laringeo. Durante la migracion, la tiroides
permanece unida a la lengua a través del conducto tirogloso. La division de la tiroides
en lébulos derecho e izquierdo ocurre en los humanos en la quinta semana mientras
gue para ratas sucede en el 12.5 DG. Para la séptima semana en humanos y en ratas
en el 14 DG, la tiroides ha alcanzado su destino final en el cuello. La diferenciacion y
maduracion celular contindan hasta que la tiroides esta funcionalmente madura en la
duodécima semana de gestacion en humanos y el 15.5 DG en ratas (Rosen y Sapra,
2019). La glandula tiroides se activa a las 24 semanas de gestacion en humanos y en
el DG 17 en ratas. En ratas, el desarrollo de la glandula tiroides se retrasa
relativamente y este retraso es evidente desde la etapa fetal hasta la vida postnatal
(Kawaoi, 1987; Choksi et al., 2003). Por lo tanto, en la rata, gran parte del desarrollo

de los 6rganos fetales depende de la fuente materna de hormona tiroidea.

1.1.3. Hormonas tiroideas

1.1.3.1. Regulaciony produccion hormonal

En mamiferos, la funcionalidad de la glandula tiroides se rige por la participaciéon del
eje hipotalamo-hipofisis, el cual regula la liberacion de la hormona estimulante de la
tiroides (TSH). El hipotalamo secreta la hormona liberadora de tirotropina (TRH), que
estimula a los tirotropos en la hipofisis anterior para secretar TSH, esta, es liberada
por la hipéfisis anterior para estimular a las células foliculares de la tiroides.

Ademas, la TSH es inhibida por otras hormonas (somatostatina y la dopamina). TSH
incrementa o disminuye por la actividad de las concentraciones séricas de Tz y Ta
(Figura 2) (Stathatos, 2012).
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En las células foliculares, el yoduro del plasma se concentra a través de un mecanismo
de transporte ejecutado por el simportador de sodio/yoduro (NIS) ubicado en la
membrana basolateral. Una vez que el yoduro alcanza el citoplasma de la célula
folicular, éste tendréa que ser liberado al coloide que esté enriquecido con tiroglobulina
en la superficie apical del foliculo. Esto parece ser una funcion de otra proteina llamada
pendrina, que es un intercambiador de cloruro/yoduro, que promueve el flujo de yoduro
en los coloides. Dentro del foliculo tiroideo, la tiroperoxidasa (TPO) oxida al yoduro
convirtiéendolo en yodo molecular en el citoplasma del foliculo tiroideo. Por otro lado, la
TPO cataliza la unién del yodo a los residuos de tirosina de la tiroglobulina en el
coloide, es decir, fuera de la célula folicular. Los defectos en cualquiera de estos pasos
pueden provocar hipotiroidismo congénito. Inicialmente, la TPO forma yodo por
oxidacion del ion yoduro. Cuando la TSH estimula el foliculo tiroideo, la TPO une

covalentemente el yodo a la tirosina de la molécula de tiroglobulina dentro del coloide.

Hipotalamo

1

DA TR\Hl SOM ()
(+) )
; 4

Hipofisis ()

TSH

Tiroides

Figura 2. Eje hipotalamo-hip6fisis-tiroides. El hipotalamo influye sobre la secrecién de la hip&fisis
de forma positiva (a través de TRH) o negativa (por la secrecién de dopamina: DA, o somatostatina:
SOM). La TRH estimula la hipéfisis para favorecer la secrecion de TSH, ésta estimula a la tiroides
para segregar T4y T3 (Ta), las cuales también pueden participar negativamente en la secrecion de
TRH en el hipotalamo o TSH en la hip6fisis (Ares-Segura, 2009).
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Si un yodo se une covalentemente a la tirosina en la tiroglobulina, esto forma
monoyodotirosina (MIT). Si dos yodos se unen covalentemente a la tiroglobulina, esto
forma diyodotirosina (DIT). La TPO luego acopla un MIT con un DIT para formar T3, 0
una molécula de DIT con otro DIT para formar T4. Después de que se ha producido el
acoplamiento, las HTs se almacenan y so6lo se liberan cuando la molécula de
tiroglobulina vuelve a las células foliculares. Estimulado por TSH, las células foliculares
capturan las gotas de tiroglobulina mediante un proceso de pinocitosis. La fusién de
las gotas con lisosomas da como resultado la hidrélisis de las moléculas de
tiroglobulina y por lo tanto la liberacion de T4y Ts (Figura 3). Aproximadamente el 10%
de T4 se somete a monodesyodacion para formar T3 antes de que sea secretada y el

yodo liberado sea reciclado (Nussey y Whitehead, 2001; Rousset et al., 2015).

COLOIDE

T3 T4

D S 4
MIT DITng)
I \

Pen
yoduro
Sintesis HT

TIROCITO

M. BASOLATERAL M. APICAL

Figura 3. Sintesis de las hormonas tiroideas. Se muestra el proceso de sintesis de las hormonas
tiroideas en las células foliculares y el coloide tiroideo de la glandula tiroides, a través de los
siguientes pasos: 1) Transporte de yoduros al interior de la célula folicular a través del transportador
NIS, 2) Transporte de yoduros al coloide a través de la pendrina. 3) La incorporacion del yoduro a la
Tg es catalizada por la TPO resultando en la formacién de yodotirosinas (MIT, DIT) sobre la Tg.
ATPasa (bomba de Na+/K+ATPasa), TSHR (receptor para tirotropina), AMP (adenosin

monofosfato), CAMP (adenosin monofosfato ciclico). Modificado de Spitzweg y Morris, (2002).

Aproximadamente el 80% de la produccion intracelular y el metabolismo de las

hormonas tiroideas se produce mediante la eliminacion enzimatica secuencial de yodo
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de las moléculas (Kelly, 2000). Las deyodasas tipo 1y tipo 2, que eliminan el yodo de
la posicion 5' en las hormonas tiroideas, convierten T4 en T3 en los tejidos periféricos.
Las HTs libres difunden a la sangre, donde forman complejos reversibles con proteinas
de unidén para su transporte a otros tejidos. Existen tres proteinas de union diferentes
y que son dependientes de especies: globulina fijadora de tiroxina (TBG), transtiretina
(TTR); también llamada prealbimina ligada a la tiroides y albumina (serpina) (Flink et
al., 1986; Robbins, 2000). TBG es la principal proteina del plasma humano normal,
(Kaneko, 1989; Robbins, 2000), mientras que, para roedores, es la albimina (Choksi
et al.,2003).

Una vez en los tejidos, las HTs inician su actividad biolégica por la union a sus
receptores tiroideos (TR), que tienen una afinidad preferencial por Ts. Los receptores
de Ts son miembros de una familia de factores de transcripcion nuclear que, en
combinacion con otros factores de transcripcion, regulan la expresion génica en las
células diana y su efecto ocurre en practicamente todas las células del organismo. Los
TR son codificados por dos genes c-erb Aa en el cromosoma 17, el cual codifica para
tres receptores de proteinas a1, a2 and a3 y c-erb AB en el cromosoma 3 que codifica
para los receptores 1, 2 y B3 (Wrutniak-Cabello et al., 2001). Las HTs son solubles
en lipidos y cruzan facilmente las membranas celulares, sin embargo, en los ultimos
afos se sabe que necesitan transportadores de membrana plasmatica para llegar a
sus receptores. Varios transportadores de diferentes familias de genes median la
captacion de HTs en las células. El transportador monocarboxilato 8 es un ejemplo de
transportador de HTs especifico (Braun y Schweizer, 2018). Una vez dentro del nucleo,
Tz se une a su TR, este se dimeriza con otro TR de T3 (para formar un homodimero) o
con un receptor diferente, especialmente el receptor x retinoide (RXR), para formar un
heterodimero. De esta forma, los dimeros interactian con el ADN. Esto ocurre entre
sitios de reconocimiento en los “dedos de zinc” de los dominios de unién al ADN de los
receptores y secuencias de bases particulares en la hélice de ADN conocidas como

elementos de respuesta hormonal (Figura 4) (Nussey y Whitehead, 2001).
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Figura 4. Union a receptores tiroideos. A: La union de Ts a los TR provoca la formacion de homo
0 heterodimeros. B: Los dedos de zinc del dominio de unién al ADN de los receptores se insertan
en los HRE en la hélice del ADN. Junto con otros factores de transcripcion
(coactivadores/represores), que regulan la expresion génica (Modificado de Nussey y Whitehead,
2001).

Las HTs actdan generalmente aumentando su funcion y metabolismo:

a) Corazén: Las HTs activan y aumentan el calcio intracelular del miocardio
para aumentar la fuerza y la velocidad de contraccion (Omidi et al., 2020).

b) La tasa metabdlica basal: la produccion de calor y el consumo de oxigeno
se elevan. La absorcion de glucosa y acidos grasos aumentan, asi como la
oxidacion. (Maradonna y Carnevali, 2018; Cioffi et al., 2018; Khakisahneh et
al., 2019).

c) La frecuencia respiratoria en reposo Yy la ventilacién se estimulan con la Ts,
para normalizar la concentracién de oxigeno (Duran et al. 2019; Bano et al.,
2020).

d) Tz es responsable del desarrollo de centros de crecimiento fetal y
crecimiento 0seo lineal (Yasoda, 2018).

e) Ts estimula el sistema nervioso aumentando la vigilia y el estado de alerta
(Duran et al., 2019; Remaud y Demeneix, 2019)
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f) El aclaramiento renal de muchas sustancias puede aumentar debido a la
estimulacién de las HTs sobre el flujo sanguineo renal (Choi et al., 2020;
Armstrong et al., 2020).

g) Las HTs también juegan un papel importante en la salud reproductiva.
Permite la regulacion de la funcién reproductiva normal en machos y
hembras al regular tanto el ciclo ovulatorio (Krassas y Markou, 2019) como
la espermatogénesis (Buzzard et al., 2000; Krassas et al., 2008; Krassas y
Markou, 2019).

1.2. Hipotiroidismo congénito

1.2.1 Etiologia

La deficiencia de HTs al nacimiento se denomina hipotiroidismo congénito (HC) y
constituye una de las alteraciones enddcrinas mas frecuentes en los recién nacidos
(Rastogi y LaFranchi, 2010; Rahmani et al., 2016).

La causa mas comun del HC es la digénesis tiroidea, el cual es un defecto en el
desarrollo de la glandula tiroides. En la mayoria de estos casos, el tejido tiroideo no es
funcional y esta presente en la forma de un nédulo ubicado entre la base de la lengua
y del cuello, luego de una falla en la migracién durante la embriogénesis (ectopia).
También puede existir una falta completa de tejido tiroideo (agenesia), aunque esto es
poco frecuente (Gaudino et al., 2005; Clerc, 2014, Léger, 2015). Por otro lado, también
puede haber mutaciones que interfieren en el transporte de yodo afectando a NIS,
Pendrina y la sintesis de tiroglobulina (Park, 2005; Grasberger y Krassas, 2011, Clerc,
2014). Cuando la tiroides esta presente, sin hipoplasia, el HC puede ser transitorio (en
el 30% de los casos), debido a la deficiencia de yodo o la sobrecarga de yodo en la
madre (Moreno, 2002; Thomas, 2009; LaFranchi, 2011) o puede ser permanente
(Eugster et al., 2004; Gaudino y et al., 2005).

1.2.2 Incidencia del HC

Fue poco después del implemento del tamiz neonatal que se sabe que la prevalencia

de dicha patologia al nacimiento varia dependiendo de diversos factores tales como el
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area geografica, la suficiencia de yodo en la poblacién, la metodologia y punto de corte
utilizados para el analisis bioquimico.

En el mundo, hasta el 2018, se reporta una incidencia de 6.5 por cada 10,000 recién
nacidos (McGrath et al., 2018). También se ha descrito que los grupos poblacionales
gue tienen mayor incidencia de HC son los asiaticos y los hispanicos, entre los que se
encuentran clasificadas aquellas personas provenientes de América Latina (Kurinczuk
et al., 2002; Hinton et al., 2010; Deladoéy et al., 2011)

En México, en el afio 2018, Hinojosa-Trejo et al., del Instituto Nacional de Pediatria en
conjunto con El Centro Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva de la
Secretaria de Salud, México, analizaron el aumento de los casos de HC en cada
estado de la Republica Mexicana del 2004 al 2018 (Vela-Amieva, 2004; Rendon-
Macias, 2008; Hinojosa-Trejo et al., 2018), donde se observa un incremento de 1.8

veces durante este periodo (Figura 5).

Tasa de prevalencia X 10,000 recién nacidos

W VYela-Amieva 2004 B Renddén-Macias 2008 B CNEGSR (oresente trabaiol

Figura 5. Incidencias de HC por estado de la Republica Mexicana.

(Hinojosa-Trejo, et al., 2018).

Por lo que hasta el 2018, la incidencia de HC en la poblacion de recién nacidos es de
7.3 por cada 10,000 recién nacidos vivos tamizados (Hinojosa-Trejo, et al., 2018).

Esta patologia tiene gran trascendencia por los efectos que produce en el
metabolismo, asi como en diferentes 6rganos como en la piel, el corazon, los rifiones
etc. (Wassner, 2017). EI HC también se asocia con problemas en la fertilidad, en donde

se ha encontrado baja cuenta espermatica y bajas concentraciones de testosterona
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circulante, entre otras alteraciones (Jaya et al., 1990; Donnelly y White 2000; Krassas
et al., 2002; Krassas et al., 2008; Zamoner et al., 2008; Gomez et al., 2010).

1.3. Hormonas tiroideas y la funcion reproductiva

Los TR son distribuidos en diferentes compartimentos testiculares, lo que indica que
las HTs ejercen accion sobre este tejido. En las células de Sertoli fetal y adultas solo
se expresan TRa1y TRa2 (Jannini et al., 2000). En la rata, la isoforma TRa1 es la que
predomina expresandose en células de Sertoli inmaduras en proliferacion y adultas. El
MRNAs de TRa2, TRa3 y TRB1 son detectados en las células de Sertoli durante el
desarrollo posnatal (Buzzard et al., 2000).

Las células stem e inmaduras de la linea germinal, y las células de Leydig expresan la
isoforma TRa, su expresion es maxima en la edad postnatal y disminuye a un nivel
casi indetectable en la edad adulta (Jana y Bhattacharya 1994; Hardy et al., 1996).
La presencia de TR en las células germinales sugiere un probable papel de las HTs
durante la espermatogénesis, ya que estos son identificados en diferentes estados de
desarrollo de las células germinales de la rata tales como, las espermatogonias,
espermatocitos en preleptoteno, leptoteno, paquiteno, zigoteno, espermatida redonda
y elongada. Ambos TRa y TRB1 son expresados durante los diferentes estados del
desarrollo de las células germinales (Buzzard et al., 2000).

Se sabe que la hormona T3 actla sobre las células somaticas testiculares al regular
su proliferacion y diferenciacion (Figura 6). Particularmente, T3 tiene una doble accion
en la célula de Leydig, ya que en las ratas estimula la esteroidogénesis mediada por
la hormona luteinizante (LH), pero también la inhibe cronicamente (La Vignera y Vita,
2018). Ademas, se ha demostrado que las HTs son importantes para la diferenciacion
de células mesenquimatosas en células de Leydig adultas en ratas (Ariyaratne et al.,
2000).

La T3 detiene la proliferacion de células de Sertoli, determinando su numero en la
pubertad, y altera la union entre ellas y los gonocitos al inhibir la expresion de la
molécula de adhesion de células neurales (NCAM) (Holsberger y Cooke, 2005). Las

HTs también suprimen la expresion de otros marcadores de inmadurez en Sertoli,

24



ALTERACIONES TESTICULARES EN LA DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SUS EFECTOS EN LA ETAPA JUVENIL DE RATAS CON HIPOTIROIDISMO CONGENITO

como la Hormona Anti Mulleriana (AMH) y la aromatasa (Bunick et al., 1994). Ts
mantiene las uniones inter-Sertoli por que regula los niveles de proteinas de unién gap.
Esta hormona incrementa los niveles de conexin 43 (proteina mas abundante en las
uniones tipo gap) en cultivo de células de Sertoli (Gilleron et al., 2006). En resumen,
los estudios realizados hasta ahora han demostrado que las HTs tienen un papel
central en el cese de la proliferacién de células de Sertoli, promueven la maduracion
de las células sométicas testiculares a través de sus receptores para dicha hormona y

mantienen la espermatogénesis.
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Figura 6. Efectos deTs en las células de Sertoli y las células germinales. Las lineas continuas
indican que el proceso es favorecido por la hormona Tz, en tanto que las lineas punteadas indican
una reduccioén del proceso en presencia de esta hormona (Modificado de La Vignera y Vita, 2018).

1.4. Funcién reproductiva

1.4.1. Proliferacion y diferenciacion de células testiculares postnatales

Durante los primeros meses postnatales en el humano o los primeros dias en la rata
se presenta la proliferacion de las células de Sertoli y la diferenciacion de las células
de Leydig y gonocitos. Estos procesos son indispensables para una fertilidad futura

exitosa.
1.4.1.1. Diferenciacion de gonocitos testiculares

Los gonocitos son células circulares grandes con un ndcleo prominente que contiene

uno o dos nucleolos (Baillie, 1964) rodeados por un citoplasma en forma de anillo,
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estas células se encuentran en el centro de los cordones seminiferos. El gonocito
surge de la célula germinal primordial que migra de la base del alantoides a la cresta
gonadal, llega y se establece en la gonada en desarrollo para posteriormente
diferenciarse a espermatogonias tipo A. Este periodo es crucial en el establecimiento
de la espermatogénesis futura (Loveland y Schlatt, 1997).

En el periodo fetal y neonatal, los gonocitos estan asociados con diferentes procesos
que abarcan una sucesion de distintos tipos de células, en los que se incluyen un
periodo de mitosis fetal, una fase de inactividad que comienza alrededor del dia
postcoito (dpc) 17.5 en ratas y termina en el dia posnatal (dpn) 3, en el que los
gonocitos vuelven a entrar en la mitosis y comienzan a migrar hacia la membrana basal
de los cordones seminiferos, donde se diferencian a espermatogonias tipo A de la
primera ola espermatogénica (Culty 2009) (Figura 7). Se ha demostrado que hay
diferentes factores que participan en la proliferacion de gonocitos como es el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el 17B-estradiol inducen la proliferaciéon
de gonocitos neonatales mediante la activacion de MAPK (Li et al., 1997; Basciani et
al., 2008; Thuillier et al., 2010), y la diferencia entre los gonocitos mitoticos de ratas
fetales y neonatales fue claramente ilustrada por sus diferentes respuestas al acido
retinoico (AR) en estudios de cultivo de 6rganos. En gonocitos de 14.5 dpc se encontré
qgue el AR aumenta la proliferacion de gonocitos fetales, al tiempo que induce la
apoptosis a un ritmo mayor, lo que lleva a una pérdida general de células (Livera et al.,
2000). Sin embargo, en el mismo estudio, se inform6 que el AR aumenta ligeramente
el nimero de gonocitos en el dpn 3 y no tiene ningun efecto sobre la apoptosis.
Ademas, se reportd que la activina A y los andrégenos son reguladores negativos de
la proliferacion de gonocitos fetales, mientras que no se ha encontrado ningun efecto
de la testosterona en la proliferaciébn de gonocitos a esta edad in vitro (Merlet et al.,
2007; Thuillier et al., 2010; Mendis et al., 2011).

Como se menciono anteriormente y, tal como lo describidé Clermont y Perey (1957), los
gonocitos fetales y neonatales son células grandes y redondas con nucleos
prominentes, ubicadas en el centro de los cordones seminiferos mientras que las

espermatogonias tienen forma semicircular y se encuentran en la periferia de los
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Figura 7. Comportamiento de gonocitos en el cordén seminifero fetal/neonatal de la rata. a)
Edad fetal en que los gonocitos (nucleo verde/citoplasma blanco) migran de la cresta gonadal a los
cordones seminiferos. b) Un dia después los gonocitos emiten proyecciones citoplasmicas hacia la
lamina basal c) En los primeros dias después del nacimiento los gonocitos completan su migracién

a la lamina basal. dpc= dias postcoito, dpn= dias postnatal. (Modificado de Pin-Pui y Saga, 2017).

tubulos seminiferos, con el borde mas plano en aposiciéon a la membrana basal. Sin
embargo, a pesar de estas diferencias, es durante la fase de transicidon, especialmente
en el dpn 5y 6 en ratas, cuando algunos gonocitos perfectamente redondos adn no
han sufrido diferenciacién, pero ya estan ubicados en la membrana basal, lo cual

puede producir incertidumbre con respecto a la identidad de la célula.

En esos momentos, la morfologia y la ubicacién dentro del cordén no son suficientes
para caracterizar a las células como gonocitos (Culty, 2009). Debido a la falta de
sincronizacion en el desarrollo de gonocitos, la ausencia de un marcador expresado
exclusivamente en gonocitos y el periodo de transicion de varios dias en roedores
(semanas a meses en humanos), es imposible determinar el dia preciso en el que los
gonocitos han finalizado su diferenciacion y la autorrenovacion espermatogonial ha
comenzado (Manku y Culty, 2015), lo que hace que el estudio de la diferenciacion de
gonocitos sea un tema desafiante. Sin embargo, en los ultimos afios se han estudiado
a fondo diferentes vias de sefalizacion y genes que han predominado como
indicadores de la transicion de gonocito a espermatogonia, tal es el caso del gen

estimulado por acido retinoico 8 (STRA8), identificado como un gen objetivo del AR en
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células de carcinoma embrionario de ratdn, en espermatogonias indiferenciadas y
células germinales premeioticas masculinas (Bouillet et al., 1995; Oulad-Abdelghani et
al., 1996; Giuili et al., 2002; Zhou et al., 2008). Desde entonces, el papel de STRA8
como un iniciador esencial de la meiosis en células germinales masculinas y femeninas
se ha demostrado claramente en ratones knockout de STRA8 que eran estériles,
debido a una meiosis interrumpida (Baltus et al., 2006; Anderson et al., 2008). También
se ha utilizado STRAS8, junto con KIT (otro marcador de diferenciacion de
espermatogonias), como marcador para diferenciar gonocitos (Wang y Culty, 2007).
La via de sefializaciéon de PDGF y su receptor también juega un papel importante en
la diferenciacion de los gonocitos (Wang y culty, 2007; Manku et al. 2014). Se ha
observado que la expresion del receptor para PDGF (PDGFR) comienza a los 18 dpc
y continla aumentando hasta el dpn 5, momento en el que esta expresion comienza a
disminuir (Loveland et al. 1997). También se ha encontrado que la espermatogonia de
rata en el dpn 7 tiene una expresion de PDGFR significativamente menor en
comparacion con los gonocitos de dpn 3, lo que indica un posible papel preferencial
de estos receptores en el desarrollo de gonocitos (Li et al., 1997). En estudios sobre
gonocitos de rata aislados, se encontré que el AR indujo la formacion de formas
variantes de PDGFRa (v-PDGFRA) y PDGFR (V1-PDGFRB), concomitante con los
aumentos en la expresion de STRA8 (Wang y Culty 2007, Manku et al. 2014).

Se ha estudiado ampliamente la importancia de la sefializacion NOTCH en la
diferenciacion de gonocitos. Se ha demostrado que esta via esta involucrada en una
multitud de procesos, incluida la proliferacion y diferenciacion celular y la comunicacion
célula-célula. Ademas, varios componentes de la via NOTCH se expresan en
testiculos neonatales y adultos tanto en roedores como en humanos (Dirami et al.,
2001). Estudios recientes han demostrado que la sefalizacion de NOTCH en las
células fetales de Sertoli es critica para el mantenimiento de los gonocitos fetales en
un estado de reposo y para frenar la capacidad de los gonocitos fetales de sufrir
diferenciacion (Garcia y Hofmann, 2013). También, hay factores especificos que se
encuentran disminuidos, estos factores, generalmente ayudan a mantener las células

germinales en un estado indiferenciado tal es el caso del factor neurotrépico derivado
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de células gliales (GDNF) y de POU5F1/OCT4, que es un factor de transcripcion
utilizado como marcador de gonocitos indiferenciados. SimultAaneamente con estas
disminuciones, hay una mayor expresion de marcadores de espermatogonias
diferenciadoras (Garcia et al., 2013).

En resumen, sabemos que varias vias de sefializacion, factores y genes como los que
involucran ligandos de la superfamilia AR y variantes de PDGFR, entre muchos otros,
se han sugerido como reguladores potenciales de la diferenciacion de gonocitos. Sin
embargo, se requiere mas trabajo para determinar las moléculas objetivo de estas vias
y como estas diferentes vias se comunican entre si para afinar la diferenciacion de

gonaocitos.

1.4.1.2. Proliferaciéon de células de Sertoli

El nimero de células de Sertoli determina el potencial espermatogénico final de los
testiculos. En roedores, las células de Sertoli proliferan en la vida fetal y postnatal
temprana e incluso en la edad adulta, mientras que en los humanos hay dos ondas de
proliferacion; durante el periodo fetal y neonatal temprano cuando la poblacién
aumenta 5 veces, y nuevamente antes de la pubertad cuando la poblacion aumenta
mas de dos veces (Cortes et al., 1987; Haverfield et al., 2015). Los estudios en ratones
muestran que la apoptosis de las células de Sertoli durante la vida fetal produce
testiculos mas pequefios y un tamafio reducido del tubo seminifero (Bagheri-Fam et
al., 2011), lo que sugiere que la proliferacion de células de Sertoli durante el periodo

fetal es esencial para la formacion del tubo seminifero.

1.4.1.3. Diferenciacion de células de Leydig

Las células de Leydig adultas se desarrollan a partir de células madre
mesenquimatosas no diferenciadas que estan presentes en el compartimento
intersticial del testiculo postnatal temprano. Estudios recientes han identificado varios
marcadores de proteinas para identificar estas células, incluyendo nestinay el PDGFR
tipo a (Chen et al., 2017). También se sabe que hay otros factores que intervienen en

la diferenciacién de dichas células como lo son las HTs (Ariyaratne et al., 2000), ya

29



ALTERACIONES TESTICULARES EN LA DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SUS EFECTOS EN LA ETAPA JUVENIL DE RATAS CON HIPOTIROIDISMO CONGENITO

gue las células stem e inmaduras de la linea germinal y las células de Leydig expresan
la isoforma TRa y su expresion es maxima en la edad postnatal y disminuye siendo

casi indetectable en la edad adulta (Jana y Bhattacharya, 1994; Hardy et al., 1996).

1.4.2. Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso en el cual las células germinales
(espermatogonias, espermatocitos y espermatidas) experimentan una serie de
procesos de division, diferenciacion, meiosis y transformacién, que termina en la
produccion de espermatozoides. Este proceso de espermatogénesis se lleva a cabo
en el epitelio seminifero en los testiculos, teniendo una duracion, de 74-76 dias para
humanos y de 52-56 dias en la rata (O’'Donnell et al., 2001).

Este proceso involucra una gran cantidad de factores, células somaticas y células
germinales, cuyo fin es que estas Ultimas, lleguen a su estado final que es el
espermatozoide. En general consta de dos divisiones meiéticas, la espermiogénesis y
la espermiacién. En la rata, el proceso comienza con las espermatogonias de tipo A
(angulo inferior izquierdo de la Figura 8). Clermont et al., (1959) demostraron que
puede haber hasta seis generaciones sucesivas de espermatogonias. Las
espermatogonias de tipo Al, empiezan el proceso de la diferenciacion y contindan para
dar origen a espermatogonias de tipo A2, A3 y A4. Las espermatogonias de tipo A, se
caracterizan por tener un nucleo elongado y prominente, en el caso del tipo Al,
presentan cromatina y se localizan junto a la membrana basal. Las espermatogonias
mas diferenciadas como el tipo A4, van acumulando mas cromatina en la membrana
nuclear y el ndcleo va tomando la forma ovoide. Posteriormente continda la
diferenciacion, para formar las espermatogonias intermedias (In) y después dar origen
a las espermatogonias de tipo B. En promedio, la mitad de la poblacion de las células
hijas de tipo A en division mitética, se diferencia hasta transformarse en células de tipo
B y con ello pierden su potencialidad para producir mas células A. La otra mitad de la
poblacion de células hijas no pierde sus caracteristicas de progenitoras, conservando

esta poblaciéon (Hermo et al., 2010; Clermont et al., 1959). La proliferacion de
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espermatogonias de tipo B, dan origen a los espermatocitos primarios. Los cuales
experimentan la meiosis. Las dos divisiones de la meiosis se denominan primera
divisibn meiotica 0 meiosis | y segunda division meidtica o meiosis Il. La primera
divisibn meidtica presenta la profase |, esta fase se caracteriza por presentar una
duracion larga y a su vez se divide en 5 estadios (Hermo et al.,2010). Los
espermatocitos primarios entran a la profase I, la cual se caracteriza porque los
cromosomas homélogos se aparean e intercambian segmentos y contindan con la
meiosis. En la profase [, los espermatocitos pasan del estadio de preleptoteno, al
estadio de leptoteno, continGan con el de cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis.
Posteriormente continua el proceso de diferenciacion, de la profase | continta la
metafase |, anafase | y telofase I. De la telofase |, se originan células hijas llamadas

espermatocitos secundarios, estas células presentan una vida media muy corta.
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Figura 8. Ciclo del epitelio seminifero de la rata. A= espermatogonias, In= espermatogonias
intermedias, B= espermatogonias tipo B, PL= espermatocitos preleptoteno, L= espermatocitos
leptoteno, Z= espermatocitos zigoteno, P= espermatocitos en paquiteno, Di= espermatocitos en

diacinesis, II= espermatocitos secundarios, 1-19= espermiacion (Hermo et al., 2010).
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Después se diferencian a espermatidas mediante la segunda division meidtica (Hermo
et al.,, 2010). La espermiogénesis, se muestra después en numeros arabigos del
namero 1 al 19, que es la transformacién de las esperméatidas en espermatozoides.
Los espermatozoides formados en la Ultima etapa (etapa 19), se localizan en los
estadios VII y VIII del ciclo. En consecuencia, si se examinan las asociaciones
celulares en todos los segmentos de un tubulo seminifero, se comprobara una
progresion ordenada desde un estadio del ciclo hacia el siguiente ciclo (Cobb y Handel,
1998), al final de la espermatogénesis, en la rata, se estima que se produciran de 14.5-
19.5x10° espermatozoides/mL (Setchell y Breed, 2006).

En humanos, Clermont y Leblond (1955) describieron la espermatogénesis y el ciclo
del epitelio seminifero como un proceso mas complejo, observaron que las
espermétidas se desarrollan en 12 pasos de espermiogénesis y que sélo hay seis
etapas del ciclo del epitelio seminifero, con una duracion de 16 dias por cada ciclo
(Clermont, 1963; Heller y Clermont, 1963). En los varones, la espermatogénesis
produce alrededor de 15x10° espermatozoides/mL (OMS, 2010).

Todos los procesos descritos anteriormente requieren de dos tipos celulares
indispensables para su correcto funcionamiento, las células de Sertoli y las células de

Leydig.

1.4.2.1 Célula de Sertoli

Las células de Sertoli, también llamadas células sustentaculares, son células en forma
de pirdmide que se encuentran dentro del epitelio seminifero. Sus bases se encuentran
contra la membrana basal de cada tubo seminifero y sus puntas apuntan hacia la
cavidad de los tubos (Figura 9). Estas "células nodrizas" desempefian un papel
esencial en la nutricibn y el suministro de soporte estructural para las células
germinales durante su desarrollo.

La anatomia basica de las células de Sertoli comenz6 con dibujos publicados en 1865
(Sertoli, 1865), donde se mostraban extensiones celulares que sostenian a las células
germinales, publicaciones posteriores mostraron detalles méas especificos sobre estas

células (Elftman, 1963). El nucleo de la célula de Sertoli es de gran tamafio y adopta
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numerosas formas, pero se coloca en paralelo o perpendicular a la membrana basal
(Leblond y Clermont, 1952; Hess y Franca, 2005). En el nucleo de la célula de Sertoli
se han descrito alrededor de 70 proteinas especificas (Griswold, 2015).

En el citoplasma de la célula de Sertoli se han localizado mas de 150 proteinas
especificas (Griswold, 2015), dentro de las cuales se destacan algunos marcadores

clave como la AMH, vimentina, tubulina-a, B y zona ocludina-1.

ESTRUCTURA ESPERMATIDA
DE LA
CELULA DE SERTOLI

ESPERMATOCITO SECUNDARIO

ESPERMATOCITO PRIMARIO

NUCLEO DE
CELULA DE SERTOLI

CELULA DE SERTOLI

MEMBRANA BASAL

Figura 9. Estructura de la célula de Sertoli. La célula de Sertoli alberga distintos tipos de células

germinales que dan lugar a la espermatogénesis (Modificado de Griswold, 2015).

Hay otros factores que participan en la proliferacion y diferenciacién de la célula de
Sertoli, como, la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) que regula positivamente la
proliferacion de células de Sertoli activando las vias dependientes de cAMP / PKA /
ERK1 /2y PI3K/ Akt / mTORC1, y aumentando la actividad transcripcional de c-Myc
y HIF2 y la expresiéon de ciclina D1. La caracterizacion de algunas de las vias de
sefalizacion reguladas por la FSH han sido un paso importante hacia la comprensién
de como esta hormona promueve, por un lado, la proliferacién de células de Sertoli
durante la vida fetal y postnatal temprana y, por otro lado, la maduracion después del
cese de mitosis en la pubertad (Griswold et al., 1975). Asi también, la activina A
estimula la proliferacion de células de Sertoli durante el periodo fetal y postnatal y los
niveles crecientes de inhibina B en la pubertad pueden contrarrestar los efectos de la
activina A (Robertson et al., 1989). Por el contrario, se ha demostrado que las HTs
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tiene un papel central en el cese de la proliferacion de células de Sertoli y promueven
la maduracion de estas células a través de sus receptores (Holsberger et al., 2005;
Meroni et al., 2019).

Se necesitan células de Sertoli funcionales para el desarrollo de las células germinales
y no germinales. Estudios recientes que utilizan un modelo de ratdon de escision
especifica de células de Sertoli revelan que estas células son esenciales para el
mantenimiento y la funcién de las células mioides peritubulares, y son necesarias para
el desarrollo de células de Leydig y la esteroidogénesis (Rebourcet et al., 2014). Por
lo tanto, las células de Sertoli son necesarias para la produccion de espermatozoides

y androgenos dentro de los testiculos.

1.4.2.2. Células de Leydig

Las células de Leydig son células intersticiales que se encuentran adyacentes a los
tubulos seminiferos del testiculo, tienen forma poliédrica con un nucleo prominente, un
citoplasma eosinofilico y numerosas vesiculas lipidicas llenas. Las células fetales de
Leydig producen los altos niveles de androgenos (testosterona o androstenediona,
dependiendo de la especie) requeridos para la diferenciacion de los genitales
masculinos y la masculinizacién cerebral. La produccion de androgenos disminuye con
la pérdida de estas células, alcanzando un punto mas bajo en el posparto (Zirkin y
Papadopoulos, 2018). La testosterona luego aumenta gradualmente a niveles altos
con el desarrollo de células de Leydig en adultos a partir de células madre. En el adulto,
la unién de la hormona luteinizante (LH) a su receptor en las células de Leydig estimula
la produccién de AMPc, aumentando la tasa de translocacion de colesterol en las
mitocondrias. El colesterol se metaboliza a pregnenolona por la enzima CYP11A1l en
la membrana mitocondrial interna, y a su vez la pregnenolona se transforma a
testosterona por mitocondrias y enzimas del reticulo endoplasmico liso. La
translocacion del colesterol a la membrana mitocondrial interna esta mediada por un
complejo proteico formado en los sitios de contacto mitocondrial, dicho complejo
consiste en la proteina translocadora de union al colesterol, el canal anionico

dependiente del voltaje y otras proteinas mitocondriales y citosoélicas. La proteina
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reguladora esteroidogénica aguda (StAR), actla en este complejo para mejorar el
movimiento del colesterol a través de las membranas y asi aumentar la formacion de

testosterona (Chen et al., 2017).

1.4.3. Regulacion endocrina de la espermatogénesis

Los estudios sobre la regulacion endocrina de la espermatogénesis se han centrado
en las gonadotropinas LH y FSH que son necesarias para el inicio y mantenimiento de
la espermatogénesis normal. La LH actla sobre las células de Leydig para estimular
la biosintesis de andrégenos, los cuales actlan sobre los receptores dentro del epitelio
seminifero para estimular y apoyar la espermatogénesis. La FSH se une a sus
receptores en las células de Sertoli para estimular la espermatogénesis. Aunque
también participan otros factores endocrinos, como la vitamina A 'y su metabolito el AR
(O'Donnell et al., 2017). La FSH actia como un mitégeno para la proliferacion de
células de Sertoli en la pubertad y en ausencia de FSH o su receptor, los testiculos
son mas pequefos, las poblaciones de células de Sertoli se reducen, al igual que la
produccién de espermatozoides (O'Shaughnessy, 2014; Ruwanpura et al., 2010). La
FSH requiere las vias de sefalizacion de insulina/IGF para mediar sus efectos sobre
la proliferacion de células de Sertoli. Por lo que la FSH apoya la proliferacion de células
de Sertoli postnatal para establecer una poblacion cuantitativamente normal y, dado
que el nimero de células de Sertoli determina la produccién de espermatozoides, esta
hormona también se requiere para la produccion de cantidades normales de
espermatozoides. Otro evento que ocurre durante el establecimiento de la
espermatogénesis es una ola de apoptosis de células germinales que es importante
para establecer la espermatogénesis futura, logrando asi un equilibrio en la relacion
célula Sertoli-célula germinal (Rodriguez et al., 1997).

Otros reguladores de la espermatogénesis son los andrégenos, incluida la testosterona
y la dihidrotestosterona, que actian sobre los receptores de andrdgenos (RA) en los
testiculos para apoyar la funcion espermatogénica normal. Los andrégenos pueden
actuar sobre los RA y producir la llamada via de sefializacion clasica, mediante la cual

los RA unidos al ligando se translocan al nucleo, se unen a los elementos de respuesta
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a androgenos en la region promotora de genes dependientes de andrégenos, y
modulan la transcripcion. Esta via produce una respuesta horas después de la
estimulacién androgénica. Sin embargo, los andrégenos pueden tener efectos mucho
mas rapidos a través de vias no clasicas, que implican la entrada de calcio intracelular
mediada por los RA o la activacién de la via de fosforilacion ERK (Walker, 2010). Tanto
las vias clasicas como las no clasicas son activas en las células de Sertoli y ambas
son necesarias para la espermatogénesis (Toocheck et al., 2016). En ausencia de los
RA en las células de Sertoli, no podria haber produccion de espermatozoides, ya que
el paso a la formacion de esperméatida redonda no se completa (Chang et al., 2004) lo
gue destaca el hecho de que la accion de androgenos en las células de Sertoli es
necesaria para completar la meiosis y la espermiogénesis.

También, los RA son requeridos para la sintesis de DNA de los espermatocitos en
preleptoteno (Griswold, 2015). Asi como para la expresion de otras proteinas
implicadas en la division meidtica, como la proteina de choque térmico (HSP 70-2)
(Eddy, 1999).

La espermiogénesis y la espermiacion parecen estar reguladas por la via de
sefalizacion del AR (Hogarth, 2015). El AR derivado de células de Sertoli que actua
sobre los heterodimeros RARa/RXRB en células de Sertoli es esencial para la
espermiacion, se documenta que. la eliminaciéon del gen que codifica RARa, causa
anormalidades tanto en la espermiogénesis como en la espermiacion (Hogarth, 2015).
La regulacion de la espermiacién es muy compleja debido a que es un proceso
multifacético que involucra una serie coordinada de procesos celulares, cascadas de
sefalizacion, vias endociticas y complejos de adhesion (O'Donnell et al., 2001). Es
probable que la célula de Sertoli dirija la espermiacion ya que la espermatida madura
en este momento esta transcripcionalmente inactiva y, por lo tanto, probablemente
desempefia un papel bastante pasivo en el proceso (Russell, 1991). Hay un sin nimero
de mecanismos que regulan la espermatogénesis los cuales no han sido descritos del
todo, sin embargo, los estudios cientificos realizados hasta hoy apuntan a que
cualquier error en estos procesos, podrian desencadenar fallas que ponen en riesgo

la fertilidad masculina.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El hipotiroidismo en la fertilidad

Los estudios de los efectos de las HTs en la fertilidad masculina en adultos han dado
resultados contradictorios.

Como ya vimos las HTs son necesarias para el sistema reproductivo y cuando su
accion falla se producen efectos negativos en el desarrollo de los testiculos, afectando
la espermatogénesis, la esteroidogénesis, el tamafio de los testiculos, las hormonas
reproductivas y por ende la fertilidad (La Vignera y Vita, 2018; Hernandez y Martinez,
2020). El hipotiroidismo en el desarrollo reproductivo ha sido estudiado y se ha descrito
gue conduce a anormalidades consistentes en la fisiopatologia hormonal del eje
gonadal (Herndndez, 2018). La aparicién y la gravedad de estas anomalias pueden
variar segun el grado, el tipo y la duracion del hipotiroidismo y la etapa de desarrollo
afectada (desde la edad neonatal temprana hasta la edad adulta). Sin embargo, las
observaciones muestran consistentemente un retraso en la maduracion de las células
de Sertoli, lo que lleva a un aumento en el nimero de estas células, ocasionando
cambios en la fisiologia testicular en la edad adulta (Bunick et al. 1994; Sakai et al.,
2004; Oluwole et al., 2013). Asi también se observan alteraciones en las
concentraciones de testosterona, progesterona y prolactina (Kimura y Furudate 1996;
Maran et al. 2000), lo que también podria estar alterando la fertilidad, sin embargo,
aun hacen falta mas estudios para determinar la causa.

El hipotiroidismo primario también afecta la espermatogénesis en diferentes etapas,
sin embargo, los estudios se han centrado en el conteo espermatico, la motilidad y
vitalidad, concluyendo que este tipo de hipotiroidismo afecta la salud reproductiva
masculina al disminuir el nUmero de espermatozoides, bajar la motilidad y disminuir el
namero de espermatozoides vivos (Choksi et al., 2003; La Vignera y Vita 2018;
Hernandez y Martinez, 2020). Esta patologia es comun en la poblacion y afecta la
fertilidad en al menos el 60% de quien lo padece y que no recibe atencion oportuna
(OMS, 2010).
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2.2. Hipotiroidismo congénito y células testiculares en modelos
experimentales

La célula de Sertoli se ha considerado una de las células testiculares objetivo de las
HTs, ya que, como se habia mencionado anteriormente, los TR se encuentran en esta
célula y la unién de estos a las HTs promueven diferentes eventos, por lo que en el
HC se han descrito algunas alteraciones en las células testiculares. Se sabe que esta
patologia conduce a una reduccion en la maduracién de las células de Sertoli (Palmero
et al., 1989; Bunick et al., 1994; De Franca et al., 1995) lo que lleva a la falta de
formacion del lumen tubular por ausencia del fluido producido por las células de Sertoli
(Francavilla et al., 1991; Simorangkir et al., 1997) afectando a este tipo celular a nivel
ultraestructural, bioquimico y molecular, lo que repercute en las células germinales
(Simorangkir et al., 1997).

La mayoria de los estudios realizados en modelos experimentales, han permitido
describir que el HC no tiene efecto sobre el desarrollo testicular durante la vida fetal
(Francavilla et al., 1991; Hamouli-Said et al., 2007), y se asocia, en la pubertad, con
un desarrollo testicular deteriorado, incluido el crecimiento testicular, la maduracion
celular y formacién de tubulos seminiferos (Palmero et al., 1989; Francavilla et al.,
1991). Sin embargo, a medida que se permitio que los animales con HC se recuperaran
al estado eutiroideo, se observé un aumento significativo en el tamafio de los testiculos
y la produccion diaria de espermatozoides (80% y 140%, respectivamente, en
comparacion con los animales control en la edad adulta) (Cooke y Meisami, 1991). De
igual forma se ha demostrado que el hipotiroidismo neonatal/prepuberal transitorio
extiende la duracion de la proliferacion de células de Sertoli al retrasar su maduracion,
lo que resulta en un mayor nimero de células de Sertoli en los testiculos adultos
(Francavilla et al., 1991; Van Haaster et al., 1992; Hess et al., 1993; Joyce et al., 1993;
De Franca et al., 1995).

En las células de Leydig también se ha demostrado que el HC produce la detencion
de la diferenciacion y permite la proliferacion de células mesenquimatosas precursoras
gue se acumulan en el intersticio, que estaran disponibles para la diferenciacion mas

adelante cuando se restablece el eutiroidismo (Hardy et al., 1996; Mendis-Handagama
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et al., 1998; Teerds et al., 1998). En ratas tratadas con propiltiouracil (PTU, farmaco
inductor de hipotiroidismo) se observé un incremento significativo en el numero de
células de Leydig cuando se compararon con controles eutiroideos, ademas de que
las células de Leydig aisladas de estas ratas hipotiroideas tuvieron un bajo potencial
de produccion de esteroides. Hardy et al., (1993) y Ariyaratne et al., (2000). Estos
resultados indican que la hormona tiroidea es crucial para desencadenar la
diferenciacion de las células mesenquimatosas en células de Leydig progenitora
esteroidogénica en testiculos de ratas prepuberes y adultas.

2.3. Alteraciones de los pardmetros espermaticos en el HC

Se sabe que en los varones con HC se saben que tienen baja proporcion de
espermatozoides morfolégicamente normales (teratozoospermia), lo que reduce su
potencial para fertilizar el ovocito maduro. Las deformidades morfologicas en la region
del flagelo del espermatozoide resultan por defectos en diferentes partes de éste ya
que las HTs ejercen sus efectos en el citoesqueleto celular (Krassas et al., 2002;
Krassas et al., 2008). Los pacientes con HC muestran una disminucién en la motilidad
progresiva de los espermatozoides (astenozoospermia) (Corrales-Hernandez et al.,
1990; Hudson y Edwards 1992; Abalovich et al., 1999); el tiempo de transito de los
espermatozoides a través del epididimo y la actividad secretora del epididimo también
se ven afectados (Romano et al., 2017).

Por otro lado, en ratas cuya tiroides ha sido inhibida con farmacos antitiroideos
muestran una disminucion en el volumen seminal con una detencion de la
espermatogénesis y una disminucién en el namero y el diametro de los tubos
seminiferos. También se observa una reduccién concomitante en el peso de los
testiculos y las glandulas accesorias en comparacién con los controles eutiroideos
(Choudhury et al., 2003).

La cantidad de espermatozoides vivos se reduce en ratas con HC. Esta reduccién en
la vitalidad de los espermatozoides puede resultar del desequilibrio entre el aumento

del estrés oxidante, por ejemplo, por la peroxidacion lipidica, y los sistemas

39



ALTERACIONES TESTICULARES EN LA DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SUS EFECTOS EN LA ETAPA JUVENIL DE RATAS CON HIPOTIROIDISMO CONGENITO

antioxidantes reducidos, como la catalasa y superoxido dismutasa (Choudhury et al.,
2003).

2.4  Perfil endocrino reproductivo en el HC

Se ha documentado que pacientes con HC, se reduce la concentracion de testosterona
(Jaya et al., 1990; Donnelly y White 2000), sin embargo, Velazquez y Arata (1997) no
reportan cambios en la concentracion de testosterona libre en hombres con este
padecimiento. Jaya et al., (1990) describieron un aumento en las concentraciones de
LH y FSH, sin embargo, Velazquez y Arata (1997) encontraron un aumento sélo en las
concentraciones de FSH sin cambios en LH. Por otra parte, Donnelly y White, (2000)
no mencionan cambios en LH y FSH sérica en hombres con HC. Asi mismo se ha
documentado que las HTs también alteran la respuesta hipofisiaria a la GnRH. La
administracion de GnRH a pacientes hipotiroideos resulta en una atenuacion en la
secrecion de LH (Prasannakumar et al., 1987).

Las ratas con HC muestran una reducida capacidad de prefiez cuando se aparean con
hembras normales lo que resulta en una reduccion en la concentracion de testosterona
y estradiol (Anbalagan et al., 2010).

En roedores con HC se ha encontrado que, los esteroides gonadales disminuyen
significativamente, en particular progesterona y testosterona total (Morris et al., 2004).
Las fallas en la produccion de testosterona pueden ser por diferentes razones: 1) baja
toma de colesterol por las células de Leydig, 2) baja conversion de progesterona a
testosterona, 3) alta conversidn de estradiol a testosterona y 4) hiperprolactinemia. Alta
prolactina suprime la enzima 17a-hidroxilasa en el testiculo de la rata, lo que cataliza
la conversién de progesterona a 17a-hidroxi progesterona (Welsh et al., 1986). Se
sabe que el mecanismo podria ser a través de las células de Leydig, ya que se ha
informado que la administracion de T3 estimula y mejora directamente la secrecion de
androgenos inducida por LH en estas células (Jana et al., 1996). Ademas, también se
aumentan los niveles del ARNm de la proteina StAR, asi como la produccion de
esteroides (Manna et al., 2001), mientras que el hipotiroidismo disminuye la produccién
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de testosterona y AMPc en respuesta a LH en los testiculos de rata (Antony et al.,
1995).

También hay estudios que sugieren cambios en la concentracion sérica de la globulina
fijadora de hormonas sexuales (SHBG). La SHBG es una proteina transportadora de
androgenos y estrogenos que también ha servido como un biomarcador para la funciéon
tiroidea, su sintesis y secrecion estan bajo el control de las HTs (Cavaliere et al., 1988).
Esto, sugiere que el HC se asocia con una disminucién en los niveles plasméticos de
SHBG (Maran, 2003).

El HC afecta, claramente la funcidén reproductiva en el varén y en los roedores, sin
embargo, el mecanismo por el cual esta accién se lleva a cabo no se conoce. Hasta el
momento se han estudiado los parametros espermaticos y endocrinos presentes en el
HC, los cuales representan la etapa tardia de la espermatogénesis. Sin embargo,
considerando que los estudios indican que el HC afecta principalmente a las células
de Sertoli, y éstas a su vez, regulan la diferenciacién de los gonocitos, es posible que
esta patologia conlleve una falta en este proceso de diferenciacién, el cual es
indispensable para una espermatogénesis exitosa y una adecuada fertilidad futura. Por
tanto, es necesario determinar si las alteraciones en la fertilidad reportadas en
humanos y modelos animales con HC se debe a la falta de la diferenciacion de los
gonocitos a espermatogonias y si este hecho afecta la calidad del epitelio seminifero

en la etapa juvenil.

3. JUSTIFICACION

En la actualidad en México, el HC tiene una incidencia de 7.3 casos por cada 10,000
recién nacidos vivos, y se sabe que han aumentado 1,8 veces en los Ultimos 16 afios.
Esta patologia genera multiples problemas metabdlicos y puede producir infertilidad
masculina. Por otro lado, un proceso esencial temprano para una espermatogénesis
futura exitosa es la diferenciacion de los gonocitos a espermatogonias, el cual requiere
de células de Sertoli funcionales, ya que este tipo celular envia factores al gonocito
para su diferenciacion. La deficiencia de HTs puede afectar la diferenciacion y

funcionalidad de las células de Sertoli evitando la formacién de espermatogonias por
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la falta de diferenciacion de los gonocitos. Por lo tanto, este trabajo pretende
determinar si las alteraciones en la fertilidad generadas por el HC se derivan de la falta
de diferenciacién de los gonocitos por la alteracién en la funcién de las células de
Sertoli, y si este hecho afecta la calidad del epitelio seminifero en la etapa juvenil. Este
trabajo forma parte de las lineas prioritarias de salud de nuestro pais (salud
reproductiva) y los resultados que se generen podran contribuir al conocimiento de la
enfermedad y a la etiologia de los problemas de fertilidad en este padecimiento.
Posiblemente permitirdn, determinar el momento preciso de administracion de
tratamientos que mejoren la fertilidad futura y asi mismo la calidad de vida en pacientes
con HC.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ElI HC genera fallas en la diferenciacion de gonocitos y este hecho repercute en la

calidad del epitelio y en los parametros espermaticos en animales juveniles?

5. HIPOTESIS
En ratas con HC se presentan fallas en la diferenciacién de los gonocitos, lo que

repercute en la calidad del epitelio seminifero en animales juveniles.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar si la diferenciacion de los gonocitos se ve afectada por el HC y si este
hecho afecta la calidad del epitelio seminifero y algunos pardmetros espermaticos en

animales juveniles.

6.2. Objetivos particulares
v" Determinar la diferenciacion de los gonocitos en ratas con HC.
v Caracterizar las alteraciones testiculares a lo largo del periodo posnatal hasta

la edad juvenil.
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v' Confirmar el dafio en la calidad espermatica en ratas jévenes con HC

inducido.

7. DISENO EPERIMENTAL
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16 RATAS WISTAR
GESTANTES
GRUPO HC:

GRUPO CONTROL SAGARPA NOM.0E2.200.1558 ADMINISTRACION DE METIMAZOL
AGUA PURIFICADA CICUAL-INP (MMI) EN EL AGUA (23 mg/kg/dia)
3 APARTIR DEL DA 16 DE GESTACION

Crias O'n=26
iy (e

3

" AGUA PURIFICADA |
HASTA EL DIA DE
LA EUTANASIA

—=

[

DIAS DE EUTANASIA

J

DPN

DPN DPN DPM DPN DPN

5 8 10 16 64 ‘\{

(DG)

Crias o" n=36

[ ]

AGUA CON MMI |
HASTA EL DIA DE
LA EUTANASIA

DPN=dia postnatal

‘ GLANDULAS TIROIDES I I TEJIDO TESTICULAR ‘ PARAMETROS
l ‘ | ESPERMATICOS
= INCLUSION EN i’
WERIFICAR MODELO HC  jo—— INCLUSION EN EFON PARAFINA ‘ CONCENTRACION |
AREA DEL CORDON/ TUBO 2
S INMUNOHISTOQUIMICA ‘ [SERIFEEER |
) PARA PCNA !
| iNDICE DE DIFEiENCIACION | | VTALIDAD |
| NO. CELULAS DE SERTOLI | ) )
l | PRUEBA DE t DE |

STUDENT A UNA
P<0.05 (IBM SSPS
V.19).

{MDICE DE MADURACION
INDICE HISTOPATOLOGICO

h.

Figura 10. Disefio experimental

7.1. Poblacion de estudio
Se emplearon 16 ratas hembra y 3 ratas macho de la cepa Wistar de 90 dias de edad,

las cuales fueron alojadas en el bioterio del Instituto Nacional de Pediatria. Estos
animales fueron apareados en harén y se incluyeron 36 crias machos. Los animales
se colocaron en jaulas de acrilico con cama de aserrin en un cuarto con temperatura

regulada (23x 2 °C), humedad relativa del 50% y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas
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cada uno. El agua y el alimento se proporcion6é ad libitum, y fueron manejados
conforme a la norma oficial mexicana (SAGARPA NOM-062-Z00-1999) publicada en
2001 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio” y siguiendo los reglamentos internos de principios de ética y trato a los
animales del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) del INP.

Durante la fase de estro, las ratas hembra fueron colocadas con un macho durante
toda la noche. El apareamiento fue confirmado por la presencia de espermatozoides
en el frotis vaginal; este hecho indic6 el DGO y una vez confirmado, se realiz6 el
seguimiento de la gestacion a través de la medicidon del peso corporal de las hembras
gestantes hasta DG21, lo cual se realizé cada tercer dia. Las ratas gestantes fueron
aleatoriamente asignadas a uno de los siguientes grupos: 1) Grupo control. Las
hembras y sus crias no fueron manipuladas a lo largo del periodo gestacional y
postnatal. 2) Grupo con HC. Las hembras fueron tratadas con el farmaco antitiroideo
MMI (Sigma Aldrich). Dicho farmaco fue administrado en el agua de beber a una dosis
de 23 mg/kg/dia desde el DG16 hasta que se practico la eutanasia. En ambos grupos
se registro el dia del parto como dpn 0 y la camada se ajustd a 6 crias macho por
grupo.

La eutanasia de las crias se llevd a cabo a través de una sobredosis de pentobarbital
sodico (120-150 mg/kg i.p.) previa sedacion con xilacina (10 mg/kg ip) (Pfizer) en los
dpn 3, 5, 8, 10, 16, 64 (Figura 11).

7.1.1. Peso corporal y peso testicular
Se tomo nota del peso corporal cada tercer dia para todos los grupos, a la eutanasia
se recuperaron los testiculos y previa eliminacion de grasa adyacente, se pesaron.

7.2. Valoracion espermatica
Del lavado de conducto deferente se obtuvo la cuenta espermatica por recuento en
camara de Neubauer (normal 50-250x10°% espermatozoides/ml). El conteo se realizo,

utilizando un factor de dilucién (25 pl de semen diluido en 500 pl de solucion
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balanceada de Hanks") y aplicando la siguiente formula: no de células contadas x 21x
10,000 x 5 = concentracion por mL. El conteo se repitio en ambos cuadros de la camara
y se verificd vaciando y volviendo a rellenar la camara. El promedio de los cuatro
conteos se ingresé en la formula y el resultado fue expresado como concentracion
espermatica en millones por mililitro. Las anomalias en la morfologia se determinaron
en frotis tefildos con eosina-nigrosina, para valorar al mismo tiempo la vitalidad. Se

contaron un minimo de 200 células en diferentes campos y por duplicado.

7.3. Procesamiento del material biolégico
Los testiculos y la glandula tiroides recuperados en la diseccién se utilizaron para su
procesamiento e inclusién en parafina para su analisis inmunohistoquimico (testiculo

derecho) e inclusion en EPON para el analisis morfolégico (testiculo izquierdo).

7.3.1. Procesamiento de material parainclusion en EPON

Los testiculos de cada animal fueron fijados en Karnovsky modificado por 24 horas
continuando con una post-fijacién con Tetroxido de Osmio al 1% (Zelterquist), durante
1 hora. La deshidratacion de las muestras consistié en pasos sucesivos de alcoholes:
70%, 80%, 90%, 96%, 100% y 6xido de propileno, 10 minutos dos veces por cada
alcohol, al igual que para el 6xido de propileno. Para la inclusion, después de los
lavados con 6xido de propileno, las muestras se dejaron en diluciones de 6xido de
propileno:EPON (2:1 por 1 hora, 1:1 por 24 horas 1:2 por 24 horas) hasta llegar al
EPON puro para su posterior polimerizacion en estufa a 60° C durante 24 horas. Se
obtuvieron cortes semifinos de 1 ym de grosor; en un ultramicrotomo (Leica modelo
Ultracut-UCT) y se tifieron con azul de tolouidina al 0.5% (SIGMA-ALDRICH, México),

finalmente se montaron en portaobjetos.

7.3.2. Analisis histolégico
Lo realiz6 un solo observador auxiliandose de un sistema de analisis de imagenes
(Image-ProPlus 6.0). Por cada testiculo se observaron 15 secciones transversales de

tubos seminiferos en donde se determiné:
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a) El area del epitelio seminifero

b) El nUmero de gonocitos con y sin contacto con la lamina basal, nimero de células
de Sertoli y espermatocitos.

c) El indice de diferenciacion, lo cual es el resultado de dividir el nimero de
espermatogonias diferenciadas entre el nimero de gonocitos observados.

d) El indice histopatolégico (ANEXO 1)

e) El grado de maduracion del epitelio seminifero o indice de Jonhsen (ANEXO II).

f) De la glandula tiroides se obtuvieron cortes transversales para observar la atrofia de

la glandula y asi comprobar el modelo de HC.

7.3.3. Procesamiento de material parainclusion en parafina

Los testiculos se fijaron en paraformaldéhido al 4% (SIGMA-ALDRICH, México)
durante 24 horas, posteriormente se lavaron con PBS 3 veces durante 15 minutos, las
muestras se colocaron en el procesador de tejidos Leica TP1020 para su
deshidratacion e inclusién en parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 4 um de

grosor que se montaron en laminillas cubiertas con grenetina.

7.3.4. Inmunohistoquimica para el antigeno nuclear de células en proliferacion
(PCNA)
Se realizaron cortes longitudinales de 4 um de grosor, colocandolos en portaobjetos
previamente cubiertos con poly-L-lisina (SIGMA, México). Las laminillas se
rehidrataron para posteriormente incubarlas por 10 minutos en H202 al 3% para
bloquear las peroxidasas exogenas, inmediatamente se le realiz6 un lavado de 5
minutos con agua destilada seguido por un tratamiento de citrato de sodio al 0.01 M
por 15 minutos para el desenmascaramiento del factor a analizar. Después de este
tiempo se lavaron en PBS 0.01 M y se procedi6 a permeabilizar con solucion
PBS/tween 20 al 0.1% por 10 minutos, luego se incubaron toda la noche con los
anticuerpos primarios (1:100 a 1:200) para cada una de las proteinas propuestas (una
laminilla por marcador analizado). Se lavaron para retirar excedentes con PBS/tween

20 al 0.1%. El bloqueo inespecifico se efectu6 con BSA/PBS/tween 20 al 5% por 2
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horas. Posteriormente se incub6 con un anticuerpo biotilinado (1:200) durante 2 horas
(Biotinylated, anti-goat IgG, Santa Cruz, Biotechnology, CA USA). Pasado este tiempo
se lavé con PBS/tween 20 al 0.1% y se procedi6 a incubar por 1 hora en el Complejo
Avidina-Biotina. Se lavé con PBS/tween 20 al 0.1%. El revelado de las muestras se
llevé a cabo con diaminobencidina (DAB) de 15 a 30 segundos, y se contrastaron con
hematoxilina durante 5 segundos. Posteriormente se aclararon, se pasaron por xilol
durante 10 minutos e inmediatamente se montaron con entelan (MERCK). Se
determiné la relacion de células positivas a cada anticuerpo /1000um? en al menos 30
tubos seminiferos cortados transversalmente determinado por el sistema de analisis

de imagenes (Image-Pro-Plus 6.0).

7.4. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se disefiaron tablas para la captura de todos los datos de
los grupos. Se empled estadistica descriptiva para presentar los datos agrupados de
acuerdo con las variables estudiadas en cada instancia. Para determinar la diferencia
en cada uno de los parametros estudiados se empled la prueba de t de student, previa
comprobacién de homogeneidad de varianzas. Se consideré en todos los casos como
significativo a una p<0.05. Los datos se procesaron mediante el programa estadistico
SSPS V.19.

8. RESULTADOS

8.1. Peso corporal y peso testicular

Las ratas para el grupo control desarrollaron un peso adecuado a su edad, sin
embargo, para el grupo con HC se detectd una reduccion significativa a partir del dia
16 (p<0.05) (Tabla 1).
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TABLA 1. Peso corporal en animales de los grupos estudiados con HC

EDAD CONTROL (G) HC (G)
(DPN) (X+DE) (X+DE)
3 9.40+0.54 8.40+0.53
5 10.60+0.50 10+0.70
8 18.20+ 0.83 17.40+0.89
10 23.40+1.10 22.30+1.90
16 29.10+1.40 21.50+0.60*
64 140.60%9.56 60.98+20.90*

Se muestran los pesos corporales de los animales del grupo Control y con HC expresados en x+DE.
*p<0.05. dpn= dias postnatal.

PESO TESTICULAR

De igual forma el peso testicular para el grupo con HC fue normal hasta el dpn 10,
disminuyendo significativamente para el dpn 16 y 64 (p<0.05) (Tabla 2).

TABLA 2. Peso testicular en animales de grupos estudiados con HC

EDAD  CONTROL (G) HC (G)
(DPN) (X+DE) X107 (X+DE) X107
3 1.11£0.2 0.91+0.11
5 1.10£0.14 0.88+0.12
8 1.90+0.07 1.80+0.08
10 2.80+0.24 2.28+0.24
16 11.34+0.80 5.74+1.10*
64 163.76%3.40 93.4+0.70*

Se muestran los pesos testiculares de los animales del grupo Control y con HC expresados en x+DE.
*p<0.05. dpn= dias postnatal.

8.2. Glandulatiroides

Se realizé una observacién microscoépica de las glandulas tiroides para confirmar el
modelo de HC en ratas neonatas de 3 dpn y en ratas juveniles de 64 dpn. En la
glandula tiroides de los grupos control en la figura 11 (a, c) se puede apreciar el coloide
de gran tamario, con un epitelio folicular tiroideo cubico simple de morfologia normal.
Contrario al grupo con HC (b, d) en donde se pueden observar foliculos atréficos con

una reduccion del tamafio del coloide.
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Figura 11. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de la glandula tiroides de grupos controles y
grupos con HC de 3 y 64 dpn. A y C: Tiroides de animales del grupo control de 3 y 64 dpn
respectivamente, B y D: Tiroides de animales con HC 3 y 64 dpn respectivamente. Tincion azul de
toluidina 60x insertos 10x

8.3. Areadel cordén/tubo seminifero
El &rea del cordon/tubo seminifero mostré una reduccion estadisticamente significativa
(*p<0.05) para los grupos de 5, 8, 10, 16 y 64 dpn con HC inducido, siendo el grupo

de 3 dpn el Unico en no presentar esta alteracion (Tabla 3, Figura 12).

DPN 3 5 8 10 16 64

C | 21134.8+2300.37 | 22855.3+4049.83 | 31589.8:+2182.13 52820.8#842.33 | 68879.8+1031.15 |707613.5:747799.6
HC | 24034.1+2374.61 | 13302.743036.03* | 14929.4+8171.54* | 35440.9 +497.21* | 49487.3945.84* | 391471.1+72942.4*

TABLA 3. Area del cordén/tubo seminifero para los grupos con HC expresados como X+DE. *p<0.05.
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Figura 12. Area del cordén/tubo seminifero para los grupos con HC expresados como X+DE.
*p<0.05.

8.4. Numero de gonocitos

El nimero de gonocitos para los grupos de ratas con HC 5, 8, 10 y 16 fue
estadisticamente mayor, sin embargo, el grupo de 3 dpn fue el Unico grupo con una

reduccion en el numero de gonocitos (Figura 13).
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Figura 13. Namero de gonocitos totales para los grupos con HC expresados como X+DE. *p<0.05.
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8.5. Indice de diferenciacion

Se tomaron en cuenta tres edades que abarcan el proceso de diferenciacion de
gonocitos a espermatogonias que son 8, 10 y 16 dpn, encontrando en los tres grupos,
una reduccion significativa en este proceso (p<0.05). (Tabla 4, Figura 14).

DPN 8 10 16
c 1.84+.64 12.65+3.9 112.5+61
HC 0.36+.18 1.64+0.9* 12.38+1.5*

TABLA 4. indice de diferenciacion para los grupos con HC expresados como X+DE. *p<0.05

110 [INDICE DE DIFERENCIACION

100
90
80
70
60
50
40
30 *
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20

: | L
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Figura 14. indice de diferenciacion para los grupos con HC expresados como X+DE. *p<0.05.

8.6. NUmero de espermatocitos
También se realiz6 el conteo de espermatocitos presentes para el grupo de 16 dpn, el

namero de estas células disminuyé significativamente en el grupo con HC (Figura 15).
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Figura 15. Namero de espermatocitos para los grupos con HC expresados como x+DE. *p<0.05.

8.7. Numero de células de Sertoli/area del cordon seminifero

El nUmero de células de Sertoli/area del cordon seminifero mostré una reduccion
significativa (p<0.05) para el grupo control de 3 dpn. Por el contrario, para las edades
de 5, 8, 10, y 16 dpn, del grupo con HC, se presentd un aumento significativo de estas
células. (p<0.05) (Figura 16).

.0030

NUMERO DE CELULAS DE SERTOLI

.0025
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o ‘!

Dias posnatal
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9]
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Figura 16. Numero de células de Sertoli para los grupos con HC expresados como X+DE. *p<0.05.
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8.8. indice de maduracion del epitelio seminifero (Johnsen)

La figura 17 muestra que los cordones/tubos seminiferos de los grupos control de 8,
10, 16 y 64 dpn presentan una maduracion adecuada a su edad. En el caso del grupo
de 64 dpn se observa una espermatogénesis completa con todos los tipos celulares
germinales y somaticos que abarca un tubo seminifero sano.

Por el contrario, en los grupos con HC, se puede observar una reduccion significativa
en la maduracién de estos epitelios (p<0.05). Los grupos control de 3 y 5 dpn no
pudieron ser comparados estadisticamente con los grupos con HC puesto que en
ambos se cuenta con al menos un tipo celular germinal dentro de los cordones
seminiferos, considerando que el puntaje mas bajo en el indice de maduracion es la

ausencia total de células dentro del cordén o tubo seminifero.
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Figura 17. indice de maduracién del epitelio seminifero en grupos con HC. x+DE (*p<0.05).
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8.9. indice histopatolégico

El indice histopatolégico mostro dafios significativos (p<0.05) para todos los grupos
con HC con respecto al control, en donde se destaca la presencia de degeneracion
celular, vacuolizacion epitelial y picnosis (figura 18).

INDICE HISTOPATOLOGICO

14
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UNIDADES ARBRITARIAS

Figura 18. indice de histopatolégico dentro de cordén/tubo seminifero en grupos con HC. x+DE
(*p<0.05).

Las figuras 19 y 20 muestran cortes histoldgicos de los diferentes grupos, en donde se
pueden observar las alteraciones que se han mencionado a lo largo del estudio, desde
la reduccion en los cordones/tubos seminiferos, la falta de maduracion, asi como los

dafios histopatolégicos generados por el HC.
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Figura 19. Cortes histolégicos que muestran los dafios generados por el HC en los grupos de 3,5y
8 dpn. La linea superior corresponde a controles (C) y la linea inferior a HC. En el grupo control de
3 dpn se observa gonocitos, mientras que en el grupo con HC de esa edad no se visualiza este tipo
celular. En el grupo control de 5 dpn se observa un cordon seminifero morfolégicamente normal,
contrario al grupo HC 5 dpn el cual manifiesta mas dafios por descamacion celular principalmente
de los gonocitos. La principal caracteristica del grupo control de 8 dpn es la poca cantidad de
gonocitos puesto que se ha iniciado la diferenciacién a espermatogonias, sin embargo, el grupo de
HC 8 dpn muestra un nimero mayor de gonocitos que aln no inicia su transicién a espermatogonia
y un mayor dafio por picnosis. G=Gonocitos, GT= Gonocitos en transicion, S=Célula de Sertoli,
Cm=Células mioides, PC=Picnosis, DC=Descamacion celular. Azul de Toluidina 60x, insertos 20X.
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10 DPN

Figura 20. Cortes histolégicos que muestran los dafios generados por el HC en los grupos de 10,16
y 64 dpn. La linea superior corresponde a controles (C) y la linea inferior a HC. En el grupo control
de 10 dpn se observa una cantidad considerable de espermatogonias, contrario al grupo de HC 10
dpn en donde se observa poca cantidad de estas células. Lo mas relevante para el grupo control de
16 dpn es la gran cantidad de espermatocitos presentes, ya que en el grupo de 16 dpn con HC se
observa una cantidad significativamente menor en comparacion con este grupo. En el grupo control
de 64 dpn se observan tubos seminiferos con citoarquitectura normal, espermatogénesis completa
con luz al centro y pocos dafios histopatolégicos. Por otro lado, en el grupo con HC solo se observan
células germinales hasta espermatida redonda, en este grupo se presentan diferentes dafos por
accion del HC. Los tres grupos presentan disminucién del &rea del tubo seminifero, picnosis y dafios
por degeneracion celular. G=Gonocito, EG=Espermatogonia, E=Espermatocitos, Er=Espermatida
redonda, Ee=Espermatida elongada, S=Célula de Sertoli, Cm=Células mioides, PC=Picnosis,

8.10. Inmunohistoquimica PCNA
Se realiz6 inmunohistoquimica para para detectar a PCNA, dando como resultado
visual una mayor inmunoreactividad para los nacleos de las células de Sertoli y células

germinales en el grupo con HC inducido (Figura 21).
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Figura‘21. Sé muestra inmunoreactividad para PCNA en los cordones seminiferos de rata de 10 dpn
con HC. 60X insertos 20X. S= Cel. de Sertoli

¥

8.11. Parametros espermaticos

A los 64 dpn, se obtuvieron espermatozoides del epididimo para analizar la
concentracion, vitalidad y morfologia, como se observa en la tabla 3. El grupo control
contd con una importante concentracion espermatica, numero de espermatozoides
Vivos, asi como espermatozoides morfolégicamente normales. Para el grupo con HC,

no se encontraron espermatozoides dentro del epididimo.

PARAMETROS ESPERMATICOS CONTROL (x+DE)
CONCENTRACION ESPERMATICA (10%/mL) 14.7+4.3
MORFOLOGIA (% NORMALES) 83.8+1.6
VITALIDAD (% VIVOS) 73.243.67

TABLA 5. Parametros espermaticos de grupo control
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9. DISCUSION

La hormona tiroidea es un factor importante para el crecimiento y el desarrollo normal
del organismo por lo que la falta de esta hormona desencadena una serie de cambios
en el metabolismo y también se sabe que afecta la reproduccién masculina.

El hipotiroidismo en la infancia genera deficiencia del peso corporal, la falta de
tratamiento oportuno hace que no se alcance el peso y la talla adecuado tanto en
humanos como en modelos experimentales (Wassner y Brown, 2015). Casey et al.,
(2005) se atribuye esta deficiencia de peso, generadas por el HC, a que las HTs juegan
un papel importante en el desarrollo y crecimiento fetal y al nacimiento se mantiene
esta condicidon al permanecer baja la concentracion de HTs (Abalovich et al., 2007).
Se ha observado en nifios con HC tratados poco después del nacimiento, una estatura
adulta normal, lo que indica que el HC puede ser revertido sobre la talla a largo plazo
(Salerno et al., 2001; Segni et al., 2017).

Con respecto al peso testicular, el cual se encontré disminuido en las ratas con HC de
16 y 64 dpn. Existen estudios controversiales, por un lado, Rijntjes et al., (2017)
mencionan que, dado que las HTs promueven la diferenciacion de las células de Sertoli
e inhiben su proliferacion, en las ratas afectadas por HC, el periodo proliferativo de
este tipo celular se extiende, retrasando su diferenciacion y resultando en un aumento
del peso de los testiculos. Sin embargo, Simorangkir et al., (1997) encontraron que, a
pesar de una mayor masa testicular en la vida adulta, el namero de células germinales
disminuye significativamente en ratas juveniles hipotiroideas. La razén de esta
diferencia sigue siendo poco conocida. Algunos autores como Choudhury et al. (2003)
sugieren gue en ratas con bloqueo farmacolégico del funcionamiento de la glandula
tiroides se puede encontrar bajo peso testicular. Y puede ser debido a que la
deficiencia de HTs afecta el sistema de defensa antioxidante de los testiculos de ratas

adultas afectando la fisiologia de los testiculos a través del estrés oxidante.
La disminucion observada en area del epitelio seminifero coincide con Choudhury et

al., (2003) donde se explica que el diametro, el area y numero de cordones o tubos

seminiferos podrian verse disminuidos en el HC, aunque el mecanismo por el cual
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sucede aun no es claro. Se cree que puede existir una relacion entre el estrés oxidante
y el nimero de células que entran en apoptosis en el testiculo (Sedha et al., 2015;
Ghosh y Mukherjee, 2018). Un mayor dafio causado por el estrés oxidante en el epitelio
seminifero en animales con HC se podria relacionar con un mayor nimero de células
apoptoticas influyendo asi en una disminucion del area del cordén/tubo seminifero y

del peso testicular observado en el presente trabajo.

Dentro de los cordones seminiferos, el numero total de gonocitos fue reducido al dpn
3 en el grupo con HC, probablemente se deba a que a esta edad los gonocitos son
mas susceptible a la condicion tiroidea, lo que coincide con un mayor dafo
histopatolégico a esta edad. Es probable que estén implicados altos niveles de
especies reactivas de oxigeno en estas células (O'Flaherty et al.,2019); dado que se
ha documentado que, en este padecimiento los sistemas antioxidantes como la
catalasa y la superoxido dismutasa se ven reducidos ocasionando dafios celulares (La
Vigneray Vita, 2018).

En condiciones normales, el proceso de diferenciacion del gonocito a espermatogonia
comienza en el dpn 6, por lo que, a esta edad, comienza la disminucion gradual en el
namero de gonocitos (Manku y Culty, 2015), en animales de 16 dias aun se pueden
visualizar el proceso de diferenciacion a espermatogonia (Zogbi et al., 2012). El
aumento en el nimero de gonocitos a los 5, 8, 10 y 16 dpn en el grupo con HC, por la
falta de diferenciacién en este modelo de HC, sugiere un retraso en este proceso,
puesto que al dia 16 se encuentran presentes espermatocitos en menor cantidad en
comparacion con el grupo control.

La obtencién del bajo indice de diferenciacion en los grupos con HC de 8, 10y 16 dpn,
supone un aumento en el nidmero de gonocitos y una reduccion en el niumero de
espermatogonias. La reduccién en este indice podria deberse a la alteracion de
algunos factores que participan en este proceso, por ejemplo, el PDGF y su receptor
(PDGFR), el cual ya se descrito su participacion con las HTs. Anteriormente se ha
descrito en estudios in vitro que la falta de HTs puede inhibir a PDGFR impidiendo asi

la unién a su ligando (Mousa et al., 2014). El PDGFR es esencial para el desarrollo
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testicular y la inhibicion del gen de este factor produce poca o nula diferenciacion de
gonocitos a espermatogonias, lo que también podria explicar la reduccién general del
tamafo testicular (Basciani et al., 2010). Ademas, PDGFR y STRA 8 se consideran
indicadores confiables de la accion del AR en células germinales (Zhou et al., 2008);
el AR es un factor promotor en la espermatocitogénesis (mitosis) y en la meiosis |,
primordial en la finalizacion de la meiosis Il y la subsecuente espermiogénesis
(Ramirez-Lépez y Prada-Quiroga, 2015). PDGF se ha descrito como un potente
regulador de la migracion celular en el epitelio seminifero ya que su inhibicion
farmacoldgica conduce a un mayor numero de gonocitos y de células apoptoticas
(Basciani et al., 208). Por lo que en esté modelo experimental se podria esperar que
la falta de HTs este alterando la expresion de PDGF y PDGFR teniendo como resultado
mayor cantidad de gonocitos, menor nimero de espermatogonias y por consiguiente
un indice de diferenciacion menor.

Otro efecto del HC fue relacionado al numero de células de Sertoli en los cordones
seminiferos. Se ha establecido que las olas proliferativas de estas células ocurren en
la etapa fetal, neonatal y puberal (Griswold, 2015). Sin embargo, en la etapa fetal y
neonatal, estas células son sensibles a presentar apoptosis, proceso que puede
aumentar si hubiera algun dafio en la célula de Sertoli (Murphy y Richburg, 2015). Esto
coincide con la disminucién de las células de Sertoli en el dpn 3. Por otro lado, se
observé un aumento significativo en el numero de células de Sertoli en el grupo con
HC de 5, 8, 10 y 16 dpn comparado con el grupo control. Se sabe que las HTs marcan
el cese de la proliferacién de estas células (Holsberger y Cooke, 2005; Meroni et al.,
2019). Por lo que, ya ha sido documentado tanto en cultivos celulares como en
modelos experimentales, que la falta de HTs aumenta el nUmero de células de Sertoli
(Holsberger et al., 2005; Wagner et al., 2008; La Vignera y Vita, 2018; Hernandez y
Martinez, 2020).

La proliferacion de las células de Sertoli y de las células germinales se ha asociado
con distintos marcadores como DMRT1, Ki67 y PCNA, este ultimo se encuentra en el
nacleo de la célula de Sertoli (Griswold, 2015) y se sabe que se expresa con intensidad

hasta el dpn 7 (Mital et al., 2014). Los datos cualitativos de la inmunohistoquimica
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sugieren una sobreexpresion a los 10 dpn en el grupo con HC. Por otro lado, se ha
observado que algunos metabolitos de la hormona Tz como lo es T2, podrian estar
inhibiendo esta molécula a través de sus sitios de union al ADN en cultivos celulares
tumorales (Punchihewa et al., 2012). En células testiculares se ha reportado que la
hormona T3 podria estar inhibiendo la proliferacion de células de Sertoli regulando
negativamente la expresion de proteinas inhibitorias del ciclo celular p27Kipl y
p21Cipl en ratas. Estas, son reguladoras negativas por cinasas dependientes de
ciclinas como las Cdk2 y Cdk4 requeridas para la transicion de la fase G1 a la S
(Arambepola et al., 1998; Buzzard et al., 2003); y otras moléculas como PCNA a través
de la via de sefalizacion PI3K/AKT en animales como el lechén (Buzzard et al., 2003).
Por lo tanto, se podria sugerir que, el cese de la proliferacion de las células de Sertoli
y de las células germinales como los gonocitos, aumenta debido a que no hay una
correcta regulacion de la expresion de proteinas que participan en el cese de la

proliferacion celular, como lo hace PCNA, esto debido a la falta de HTs.

El tipo y nimero de células germinales presentes en los cordones/tubos seminiferos
permiten determinar su estado de madurez. Este fue, significativamente menor en los
grupos con HC a partir del dia 8 y hasta el dia 64 posnatal, este hecho, como ya se
menciono, podria deberse a los dafios generados por el estrés oxidante, asociados a
la condicién hipotiroidea, (Sedha et al., 2015; La Vignera y Vita, 2018; O'Flaherty et
al.,2019). Sin embargo, también es importante recalcar que la célula de Sertoli dafiada
tiene una capacidad de soporte reducida, lo que influye en la disminucion en la
produccion de los factores de sobrevivencia y el aumento de los factores apoptoticos
que indudablemente dan como resultado la muerte de las células germinales (Murphyy
y Richburg, 2015), lo que podria disminuir el nimero celular y por lo tanto la madurez
en estos epitelios.

Sumado a esto, se observo un indice histopatoldgico significativamente mayor en
todos los grupos con HC. Se presentd una gran cantidad de degeneracion y
descamacion celular al centro de los cordones seminiferos lo que podria ser producto

de una mayor cantidad de células apoptoticas causadas por estrés oxidante que se
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genera en el testiculo con HC (Zamoner et al., 2008; La Vignera y Vita, 2018), como
se ha mencionado.

También, estos dafios, se podrian explicar a través del desprendimiento de los
gonocitos de las células de Sertoli, lo que repercute en un mayor niumero de células
descamadas o degeneradas que se observan en este grupo. Este proceso de adhesion
gonocito-Sertoli es llevado a cabo por la participacion de NCAM. Se sabe que esta
molécula regulada por las HTs, ya que se ha reportado que a concentraciones bajas
de T3 en cultivos celulares parece regular a la baja la produccion de NCAM lo que
resulta en el desprendimiento significativo de gonocitos (Laslett et al., 2000). Por tanto,
en los grupos con HC de este estudio se esperaria encontrar una expresion baja de
esta molécula, lo que podria resultar en un mayor desprendimiento de gonocitos y
células de Sertoli, que pueden llevar a la apoptosis de dichas células.

En los animales de 64 dias con HC se observaron diferentes dafios histolégicos, como
el detenimiento en la espermatogénesis. Como lo indica Simorangkir et al., (1997) la
ausencia de espermétidas redondas durante el hipotiroidismo transitorio indica que las
HTs juegan un papel crucial en la supervivencia y proliferaciéon de las células
germinales, lo cual constituye un posible mecanismo por la accién directa de estas
hormonas sobre dichas células. Otros dafios son: degeneracién, descamacion celular
y plegamiento de la ldmina basal. Las células mioides peritubulares y las células de
Sertoli sintetizan laminina, perlecan, colageno IV y nidogen, algunos estudios de
cocultivo in vitro han demostrado que el ensamblaje de una matriz de la lamina basal
de los tubulos seminiferos requiere una interaccion entre ambos tipos de células
(Skinner et al., 1985; Richardson et al., 1995). Se ha sugerido que el tratamiento con
PTU (farmaco antitiroideo), afecta la maduracion de los tipos de células que sintetizan
y ensamblan de manera coordinada la lamina basal y, por lo tanto, un retraso en la
maduracién de las células mioides peritubulares (Loveland et al., 1998), lo que
posiblemente derive en el dafio observado en estos tubos seminiferos.

Finalmente, observamos ausencia de espermatozoides en el grupo con HC. Con
respecto a este dato, se ha descrito, que en animales mayores a 90 dpn, se encuentra

baja concentracién de espermatozoides, baja motilidad y vitalidad, asi como un
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incremento en las alteraciones de la morfologia en modelos experimentales con HC
(Corrales-Hernandez et al., 1990; Hudson y Edwards 1992; Abalovich et al., 1999;
Umezu et al., 2004; Aiceles et al., 2017).

Krassas et al., (2002); Krassas et al., (2008) y Zamoner et al., (2008) reportaron que,
en las células de Sertoli de ratas con hipotiroidismo, la fosforilacion y la
inmunoreactividad del citoesqueleto a la vimentina se incrementa lo que sugiere una
alta proporcion de anormalidades en los espermatozoides, probablemente por
alteraciones del citoesqueleto, lo que podria explicar las anormalidades en la
morfologia. Por otro lado, la motilidad y la vitalidad bajas en este padecimiento también

se han asociado con el aumento del estrés oxidante.

En un modelo de rata de 64 dpn con HC no se encuentran espermatozoides presentes
en el epididimo. Sin embargo, como lo indica la literatura, a una edad mas avanzada
podria haber espermatozoides en menor cantidad, lo que se sugiere un posible retraso

en el proceso de espermatogénesis en este modelo de HC.

En humanos se sabe que los pacientes con hipotiroidismo primario adquirido
presentan un conteo espermatico normal y que la exposicion del semen al aire revela
un secado rapido del material y por lo tanto la pérdida de movilidad de los
espermatozoides (Krassas, 2004). Al tratamiento de restitucion de hormonas tiroideas,
estos pacientes recuperan el volumen seminal y la motilidad espermatica, por lo que
se ha concluido en estos trabajos que el hipotiroidismo primario adquirido, a corto
plazo, no causa alteraciones seminales permanentes que perjudiquen la fertilidad
masculina, si se obtiene tratamiento oportuno (Corrales-Hernandez et al., 1990;
Krassas et al., 2008; Krassas et al., 2010). En humanos con HC se ha establecido que
se puede afectar la motilidad espermatica y que este parametro se puede recuperar
con un tratamiento oportuno (Patel y Kashanian, 2016). Sin embargo, en el HC se
afecta la morfologia espermatica y esta condicion se mantiene durante toda la vida

adulta (Krassas y Marcou, 2019).
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Es importante resaltar que los TR se encuentran en diferentes estados de desarrollo
de las células germinales y las HTs estan involucradas en la regulacion de sus
receptores (Carredn-Rodriguez y Pérez-Martinez, 2013). Los TR son identificados en
espermatogonias, espermatocitos en preleptoteno, leptoteno, paquiteno, zigoteno,
espermatida redonda y elongada. (Buzzard et al., 2000). La localizacion de los TR en
etapas tempranas, podrian sugerir una accion directa de las HTs sobre algunas células
germinales que llevan a la formacion de espermatozoides, aunque se sabe muy poco
sobre los efectos directos de las HTs en la espermatogénesis y por lo tanto en la
fertilidad a largo plazo. Las HTs también podria tener una accion indirecta sobre la
regulacion endocrina, ya que LH y testosterona son indispensables para completar la
espermatogénesis, en el proceso de espermiogénesis (Koskenniemi et al., 2017).
Proceso que posiblemente este afectado en el presente trabajo.

En la figura 22 se propone un posible mecanismo del dafio generado por el HC sobre
el proceso de diferenciacién testicular temprana y que afecta la funcién reproductiva
en la etapa juvenil de ratas, donde se incluyen alteraciones en los factores y proteinas
que participan en la diferenciacidon del gonocito a espermatogonia y los dafios

generados por el estrés oxidante.
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ESPERMATOGONIA

\ ESPERMATOCITO

Figura 22. Esquema en donde se propone los posibles mecanismos del dafio en la fertilidad generado
por HC.

A) I. En el proceso temprano de la espermatogénesis se observa cierto niimero de gonocitos que se
establecen en el centro de los cordones seminiferos. Il. Posteriormente los gonocitos comienzan su
migracion a la ldmina basal. Ill. A continuacién inicia el proceso de diferenciacion a espermatogonia. 1V.
Las espermatogonias se dividirdn en un niamero considerable de espermatocitos, para asi continuar el
proceso de espermatogénesis.

B) I. Se observa un esquema de corddn seminifero donde se aprecia una elevada cantidad de gonocitos
posiblemente por la inhibicion de PDGF causada por la falta de HTs, en la periferia se observan las
células de Sertoli que se adhieren a los gonocitos a través del factor NCAM. Il. La baja regulacion de
NCAM sumada al estrés oxidante que se genera en el HC conduce a la descamacién celular y apoptosis
dentro del cordén seminifero, asi como a un aumento en la proliferacién de células de Sertoli medida
por la sobreexpresiéon de PCNA, factor que interviene en la fase S del ciclo celular. Ill. Lo que ocasiona
la falta de diferenciacibn a espermatogonia. IV. Finalmente se genera una baja cuenta de
espermatocitos. La suma de estos factores repercute en la falta de diferenciacion a espermatogonia
afectando la espermatogénesis lo que podria ocasionar la infertilidad en ratas con HC.

Las flechas amarillas indican a las células en muerte o degeneracion celular.
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10. CONCLUSION
En este modelo de rata con HC, el proceso de diferenciacion de gonocitos a
espermatogonias se ve afectado, lo que repercute en la calidad del epitelio seminifero

y en los pardmetros espermaticos en animales juveniles.
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ANEXO |

indice de maduracién o de Jonhsen

Puntaje Maduracion

10
9
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ANEXO I

Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides.
Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides (5
por tubo).

No hay espermatozoides maduros, presencia de espermatidas maduras
en diferenciacion.

Gran cantidad de espermatidas sin algun signo de diferenciacion.
Presencia de pocas espermatidas (5 por tubo).

Gran cantidad de espermatocitos presentes.

Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo).

Presencia Unicamente de espermatogonias.

No hay células germinales, sélo estan presentes las células de Sertoli.

No hay células en el tubo seminifero.

indice Histopatologico

Alteraciones histolégicas Puntaje

A) Plegamiento de lamina basal.
B) Descamacion celular.

C) Vacuolizacion epitelial.

D) Cincisio celular.

E) Picnosis.

F) Tubos sin espermatides.

G) Tubos sin espermatocitos.
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