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RESUMEN

Los quirOpteros presentan numerosas adaptaciones reproductivas. En algunas
especies, las glandulas sexuales accesorias experimentan cambios estacionales en
su tamafio y actividad relacionado con el patrén reproductivo del murciélago
Corynorhinus mexicanus, especie monoéstrica estacional asincronica y cuenta con
glandula ampular y préstata. Estos 6rganos muestran cambios en su tamafio a lo
largo su ciclo reproductivo; en la etapa de inicio de crecimiento (agosto) presentan
un incremento en su longitud y peso. Posteriormente ocurre la etapa de maximo
tamafo (noviembre), y es cuando ocurren los apareamientos. En la etapa de
involucion (enero) tanto la glandula ampular como la préstata inician un decremento
en tamafio para alcanzar un minimo en la etapa de inactividad (marzo-julio).
Considerando los cambios de tamafio de estos Organos en esta especie, es
importante realizar estudios para profundizar en el conocimiento de los mecanismos
que regulan los cambios de tamafo en la prostata y la glandula ampular. Por lo
tanto, el objetivo de este proyecto fue aportar informacion sobre la apoptosis como
parte del mecanismo de regulacion de los cambios de tamafio que ocurren en las
principales etapas del ciclo anual de la prostata y las glandulas ampulares en el
murciélago Corynorhinus mexicanus. Este proyecto se realizd obteniendo glandulas
ampulares y prostata de dos individuos en cada una de las cuatro etapas
(inactividad, inicio de crecimiento, maximo tamafio, involucion). Mediante la técnica
histologica se determinaron los tipos celulares y apoptosis con la técnica de TUNEL.
Se comprob6 que las glandulas ampulares y la préstata presentan dos tipos de
células en su epitelio: células basales y secretoras; mientras que, en el estroma se
observaron células musculares lisas y fibroblastos; las evidencias de apoptosis se
presentaron en todos los tipos celulares mencionados, tanto en la etapa de maximo
tamafio como en la de involucion. El indice apoptético fue en general alto, igual o
superior a 84% tanto para la glandula ampular como para la préstata, en las cuatro
etapas estudiadas. Elandlisis histologico también permitié reconocer que el nimero
de vasos sanguineos presentes en las etapas de maximo tamaifio e involucion de

ambas glandulas estudiadas, fue mayor en comparacion con lo registrado en las



etapas de inactividad e inicio de crecimiento, lo que permite reconocer la existencia
de una dindmica de desarrollo de la vasculatura asociada al ciclo de las glandulas

sexuales accesorias.

ABSTRACT

Bats have numerous reproductive adaptations. In some species, the accessory sex
glands experience seasonal changes in their size and activity related to the repro-
ductive pattern of the bat Corynorhinus mexicanus, a seasonal asynchronous mon-
strous species that has an ampullary gland and prostate. These organs show
changes in their size throughout their reproductive cycle; in the stage of beginning
of growth (August) they present an increase in their length and weight. Subse-
quently, the stage of maximum size (November) occurs, and that is when mating
occurs. In the involution stage (January) both the ampullary gland and the prostate
begin to decrease in size to reach a minimum in the inactive stage (March-July).
Considering the size changes of these organs in this species, it is important to carry
out studies to deepen the knowledge of the mechanisms that regulate the size
changes in the prostate and ampullary gland. Therefore, the objective of this project
was to provide information on apoptosis as part of the regulation mechanism of size
changes that occur in the main stages of the annual cycle of the prostate and am-
pullary glands in the bat Corynorhinus mexicanus. This project was carried out by
obtaining ampullary glands and prostate glands from two individuals in each of the
four stages (inactivity, beginning of growth, maximum size, involution). Using the
histological technique, cell types and apoptosis were determined with the TUNEL
technique. It was verified that the ampullary glands and the prostate present two
types of cells in their epithelium: basal and secretory cells; while, in the stroma,
smooth muscle cells and fibroblasts were observed; the evidence of apoptosis was
presented in all the mentioned cell types, both in the stage of maximum size and
involution. The apoptotic index was generally high, equal to or greater than 84% for
both the ampullary gland and the prostate, in the four stages studied. The histological

analysis also allowed us to recognize that the number of blood vessels present in
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the stages of maximum size and involution of both studied glands was greater com-
pared to what was registered in the stages of inactivity and beginning of growth,
which allows recognizing the existence of a developmental dynamic of the vascula-

ture associated with the cycle of the accessory sexual glands.
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1. INTRODUCCION
Los murciélagos pertenecen al orden Chiroptera, uno de los grupos mas diversos

de mamiferos, ocupando el segundo lugar después de los roedores. Los
murciélagos cuentan con 227 géneros y 1386 especies (Burgin et al., 2018),
ampliamente distribuidas y pueden encontrarse en la mayoria de los continentes
(Santos et al.,, 2018). Estos organismos presentan numerosas adaptaciones
reproductivas. En los machos estas adaptaciones incluyen regresion testicular,
almacenamiento de espermatozoides Yy estacionalidad en los d&rganos
reproductores, lo que los hace un modelo ideal para estudiar cambios estacionales
a lo largo de los ciclos reproductivos (Danmaigoro et al., 2014). A pesar de lo antes
mencionado, poco estudiados se han realizado en relacion entre la ciclicidad
reproductiva masculina con la fisiologia de las glandulas sexuales accesorias y las
variaciones estacionales (Puga et al., 2014; Miotti et al., 2018), debido a que, en
algunas especies, estas glandulas experimentan cambios estacionales en tamafio
y actividad relacionado con el patron reproductivo de estas especies (Beguelini et al
2015b; Mohammed y Doohi, 2017).

1.1. Patrones reproductivos en quirdpteros

La amplia distribuciébn geogréfica y la consecuente variacion de los factores
abidticos, como: temperatura, humedad, precipitacion y disponibilidad de alimento
gue influyen directamente en los patrones reproductivos de los quirépteros (Fleming
et al., 1972). Entre las diferentes especies de murciélagos, existen 3 patrones
reproductivos masculinos. El tipo | es sincronico y se caracteriza porque la
espermatogénesis y los apareamientos se llevan a cabo al mismo tiempo durante el
ciclo reproductivo anual; en el tipo Il, los apareamientos ocurren antes de que
termine la espermatogénesis y; el tipo Il es asincrénico, por lo que existe un
desfasamiento entre la espermatogénesis y los apareamientos. Este ultimo patron
involucra un periodo prolongado de espermatozoides en la cauda del epididimo, por
lo que los apareamientos se llevan a cabo con la reserva de espermatozoides
almacenados en la cauda del epididimo y los fluidos seminales provenientes de las

glandulas sexuales accesorias, que en esta temporada del afio se encuentran
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activas y en su maximo desarrollo (Krutzsch, 2000), como ocurre en la especie de
estudio, Corhynorhinus mexicanus (L6pez-Wilchis, 1989).

1.2. Patron reproductivo masculino del murciélago Corhynorhinus

mexicanus

Corynorhinus mexicanus es un murciélago plecotinido perteneciente a la familia
Vespertilionidae. El aparato reproductor masculino de C. mexicanus consta de
testiculos y epididimos, ambos tipos de 6rganos pareados. Ademas, conductos
deferentes, un complejo de glandulas sexuales accesorias, que hasta el momento
se han identificado las glandulas ampulares y la prostata, que dirigen su producto
hacia la uretra, y por ultimo el pene (Ledn-Galvan et al., 2005). Esta especie de
quirdptero presenta un patron reproductivo asincrénico temporal dado que la
espermatogénesis ocurre en primavera-verano (mayo-septiembre), mientras que
las cépulas ocurren en los meses de noviembre y diciembre debido al
almacenamiento espermatico epididimario que ocurre en otofio-invierno
(septiembre-febrero) y al plasma producido por las glandulas sexuales accesorias
(Figura 1) (Lopez-Wilchis, 1989).

Almacenamiento prolongado en el
epididimo

Espermatogénesis -—

MAR JUL ‘AGOS‘ SEP ‘ ocT

Ciclo de las glandulas sexuales accesorias

. . Maximo .
Inactividad Crecimiento . Involucion
tamafio

Figura 1. Patron reproductivo estacional asincrénico del macho de Corynorhinus mexicanus en

donde se muestran las principales etapas dentro del ciclo anual: la espermatogénesis reinicia de

mayo-septiembre; meses antes de que se lleven a cabo las cdpulas.

Las glandulas sexuales accesorias inician su crecimiento en los meses de agosto y
contindan su crecimiento hasta octubre, para alcanzar su maximo justo cuando
ocurren los apareamientos, después inician una etapa de involucion (enero-febrero)

y al final inician un periodo de inactividad de marzo a julio, manteniendo un minimo
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tamafio (Figura 1y 2) ( Lépez-Wilchis, 1989; Ledn-Galvan et al., 2005; Cervantes et
al., 2008; (Lépez-Wilchis, 1989, Rodriguez-Tobdn et al., 2010).

Glandula ampular

B

Epididimos

Figura 2. Esquematizacion de los principales cambios macroscépicos que se presentan en los
diferentes organos reproductores masculinos del murciélago Corynorhinus mexicanus a lo largo del
ciclo anual. A) Condicion inactiva de la reproduccion (marzo): los testiculos y epididimos presentan
su menor tamafio; la actividad de espermatogénesis se encuentra en receso. El tamafio y peso de
las glandulas sexuales accesorias (préstata y glandulas ampulares) esta al final de la regresion. B)
Etapa de espermatogénesis completa: los testiculos se encuentran en su maximo tamafio, los
epididimos muestran gran crecimiento y las glandulas sexuales accesorias presentan un ligero
incremento en su tamafio (agosto). C) Etapa de apareamiento, los individuos tienen espermatozoides
almacenados en la cauda del epididimo, aun cuando ya no se lleva a cabo la espermatogénesis y
los testiculos disminuyeron en tamafio; las glandulas sexuales accesorias han alcanzado su maximo
tamafio y las cépulas se llevan a cabo (noviembre). CD= Conducto deferente, CAE, CUE y COE=
cabeza, cuerpo y cola del epididimo, respectivamente; UP= uretra peneana (Tomado de: Rodriguez-
Tobén et al., 2010).

1.3. Glandulas sexuales accesorias
El sistema reproductor masculino se compone de diversos 6rganos, partiendo de
los testiculos, conductos eferentes, tubulo epididimario y finalmente el conducto
deferente, y un complejo de glandulas sexuales accesorias que, aportaran el plasma
seminal (Prins y Lindgren, 2015) , en el carnero y el toro aproximadamente el 70%
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del eyaculado corresponde a este plasma, mientras que el restante son
espermatozoides; en los camélidos aproximadamente el 85% del eyaculado
pertenece al plasma seminal y 15% de espermatozoides (Ershaw-Young y Maxwell,
2012).

Las glandulas sexuales accesorias son importantes para la fertilizacion exitosa
de los mamiferos debido a los componentes que secretan, y que, conforman el
plasma seminal (prostaglandinas, fructosa, acido citrico, poliaminas, zinc y enzimas
como proteasas y fosfatasas acidas). Estas secreciones glandulares sirven para
nutrir, activar y proteger a los espermatozoides, asi como para limpiar la uretra
masculina de restos de orina antes de la expulsion seminal. Ademas, sirven de
transporte para los espermatozoides, y aseguran la viabilidad y movilidad de los
espermatozoides en el tracto reproductor femenino, entre otras funciones (Puga et
al., 2014).

Una vez que los espermatozoides son inseminados y se encuentran al interior
del aparato reproductor femenino, estos pueden ser reconocidos como cuerpos
extrafios por el sistema inmune (Poiani, 2006); sin embargo, en especies que
almacenan espermatozoides de manera prolongada se ha evidenciado que la
actividad de las células inmunitarias puede ser suprimida por diferentes
componentes del plasma seminal, entre estos estan las prostaglandinas; la
proliferacion de linfocitos puede inhibirse por las poliaminas, esperminas y
espermidina, entre otras. En murciélagos que almacenan espermatozoides, se ha
observado que el tracto reproductor se encuentra libre de leucocitos (Crichton,
2000); lo que contrasta con las especies de murciélagos que no almacenan
espermatozoides durante periodos prolongados (Miniopterus schreibersii), en
donde, después de la inseminacion, el Gtero es invadido por leucocitos (Racey,
1979). Por otro lado, en el murciélago Myaotis lucifugus se ha observado la presencia
de una proteina proveniente del plasma seminal, la cual inhibe la movilidad uterina
y el sistema fagocitico, eventos que permiten la retencion de espermatozoides por
mas tiempo (Hunter et al., 1971). Lo anterior resalta una parte importante de la
participacion de las glandulas sexuales accesorias en especies que almacenan

espermatozoides por tiempos prolongados tanto el tracto reproductor masculino
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como el femenino, como lo es la especie de este estudio, C. mexicanus (Rodriguez-
Tobon et al., 2010).

En los mamiferos en general, las glandulas sexuales accesorias conforman un
conjunto complejo de drganos y estructuras que comprende: la préstata, las
vesiculas seminales, las glandula ampulares que se encuentran ubicadas de forma
cercana entre si, y son muy conspicuas, pero que también incluyen a otros 6rganos
asociados a la uretra, como es el caso de las glandulas uretrales, las bulbouretrales
o glandulas de Cowper, y las parauretrales o glandulas de Littré (Krutzsch, 2000),
que por su tamafio pequefio, pueden estar ubicados en una estrecha cercania con
la préstata, pasan muchas veces desapercibidos a la vista comun y por tanto, no
han recibido la misma atencion en cuanto a su investigacion. En el caso de los
quirépteros, todas las especies estudiadas presentan prostata (Krutzsch, 2000;
Beguelini et al.,, 2016), tienen variaciones morfolégicas considerables entre
especies, pero dada la riqueza de especies, la diversidad de patrones reproductivos
y la variabilidad en la organizacion anatdmica, entre las diferentes especies se
reconocen cambios en lo concerniente a la presencia-ausencia de cada una de
estas glandulas (Puga et al., 2013; Negrin et al., 2014; Christante et al., 2015;
Martins et al., 2015, 2016; Beguelini et al., 2016; Miotti et al., 2018; Santos et al.,
2018; Pimentel et al., 2023), lo que los hace un grupo muy interesante e importante
de estudiar en cuanto a esta variabilidad morfolégica y también respecto a la
relacion de los periodos de actividad de las glandulas respecto al periodo de
actividad de otros organos, principalmente del testiculo, como es en aquellas
especies que tienen un patron reproductivo masculino asincronico (Ledn-Galvan et
al., 2005).

Respecto a la presencia-ausencia, ubicacion anatomica, composicion,
morfologia y organizacion histologica de las glandulas accesorias, estas varian
entre las diferentes especies de murciélagos (Martins et al., 2015). A manera de
ejemplos que permiten reconocer estas variaciones podemos citar los casos de
Artibeus lituratus (Santos et al., 2018) y A. planirostris (Puga et al., 2013) que,
presentan un complejo prostatico, glandulas parauretrales y un par de glandulas

bulbouretrales, con ausencia de vesiculas seminales y glandulas ampulares;
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mientras que Rhinolophus ferrumequinum presenta préstata, glandulas ampulares
y vesiculas seminales formando un complejo, mas la glandula uretral (Sohn et al.,
2021).

Por su parte, C. mexicanus, especie del presente estudio, el complejo mas
conspicuo de glandulas sexuales accesorias esta formado por la préstata y un par
de glandulas ampulares, de las cuales ya se cuenta con una descripcion de sus
cambios morfolégicos gruesos asociados al ciclo reproductivo de la especie (Ledn-
Galvan et al.,, 2005), y aunque presenta otras glandulas sexuales como las
glandulas bulbouretrales y seguramente otros tipos de glandulas o de tejido
glandular asociado a la uretra, estas ultimas, no han sido descritas hasta el
momento. El estudio de la organizacion histologica esta en proceso (Soto-Castruita,
datos no publicados), hasta el momento se ha evidenciado que la prostata es una
glandula Unica, con una forma complicada de describir pero de la que se distinguen
un lébulo ventral, un par de l6bulos laterales y un par de l6bulos dorsales; sin
embargo, para fines practicos del presente trabajo, se considerara a la pristata
conformada por un l6bulo ventral y un par de I6ébulos dorso-laterales. Es una
glandula con una estructura redondeada bilobulada, que rodea la base de la vejiga,
esta cubierta por una capsula de tejido conectivo denso irregular con fibras elasticas
y abundantes fibras de musculo liso, y presenta adenémeros tubulares. Respecto a
la glandula ampular son érganos pares ubicados en la parte terminal del conducto
deferente, y que se distinguen de este por su mayor tamafio y forma curva; presenta
adendmeros tubulo-alveolares con un revestimiento de epitelio secretor simple que
se observa desde cubico hasta cilindrico (Soto-Castruita, datos no publicados).
Hasta el momento no existen estudios que aporten informacién sobre las

secreciones que estas glandulas sexuales accesorias producen en C. mexicanus.

Como parte de su organizacidon anatomica fundamental, la préstata se
conforma de un sistema ductal cuya ramificacion contiene en conjunto todas las
estructuras glandulares: acinos, tubulos y conductos para la concentracion vy
conduccion del fluido que ahi se produce y drenan directamente a un mismo
conducto excretor en la parte inicial de la uretra (uretra prostatica). Los sistemas

ductales de cada una de las glandulas ampulares cuentan con un conducto que
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pasa muy cercano a la prostata y drena hacia la uretra, y en conjunto, ambas
glandulas ampulares en su porcién proximal a la uretra, tienen un impacto en la
forma de lo que es parte dorso-lateral de la prostata. Anatdmicamente, este sistema
ductal se puede regionalizar en tres zonas: proximal, intermedia y distal con

respecto a la uretra (Lee et al., 1990).

La regionalizacion de la prostata cambia entre las diferentes especies de
murciélagos, en algunas se presentan dos regiones (dorsal y ventral) (Puga et al.,
2013; Martins et al., 2015; Miotti et al., 2018; Santos et al., 2018). En otras especies
se observa la presencia de 3 regiones (ventral, dorsolateral y dorsal) (Martins et al.,
2016). Otra organizacion de la prostata se presenta en miembros de la familia
Molossidae, en los que esta glandula muestra un patron semilobulado que consiste
en una region ventral Gnica y grande, y una region dorsal trilobulada (Christante et
al., 2015). En cuanto a su organizacion histologica, la prostata también puede
presentar variaciones en cuanto al tipo de epitelio de las diferentes regiones
anatomicas. Un ejemplo de esto es la especie A. lituratus, que entre las regiones
dorsal y ventral de la prostata, el epitelio cambia de pseudoestratificado cubico
compacto a pseudoestratificado de cubico a cilindrico respectivamente; aunque en
ambas regiones el epitelio presenta células secretoras y basales (Santos et al.,
2018).

De manera general, se puede considerar que la prostata secreta diversas
sustancias como zinc, &cido citrico, fosfatasa acida y gamma-glutamiltransferasa,
entre otras y en general secreta un fluido alcalino que protege a los
espermatozoides inseminados de las secreciones vaginales y el moco cervical que
son acidos (Mokkapati y Dominic, 1976; Lozano, 2018). La préstata contribuye

aproximadamente con un 25% del eyaculado (Prins y Lindgren, 2015).

Tanto la glandula ampular como la prostata estan constituidas
histol6gicamente por un compartimento epitelial y un compartimento estromal. Se
han descrito dos tipos celulares epiteliales en la prostata de algunos murciélagos:
células secretoras y células basales. Las células secretoras epiteliales tienen nacleo
redondo y parabasal, son mas abundantes y presentan variaciones de tamafo y

forma entre las diferentes etapas del ciclo reproductivo de la especie. En cuanto a
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las células basales, estas se encuentran por debajo de las células secretoras y se
diferencian de éstas Ultimas porque su nucleo es alargado, son menos abundantes
dentro del epitelio, y se encuentran firmemente adheridas a la membrana basal de
cada adendémero. En cuanto al estroma, este compartimento se muestra muy
delgado y contiene diversos tipos celulares como las del masculo liso, fibroblastos
y las correspondientes células que conforman las diferentes capas de vasos

sanguineos y linfaticos (Santos, et al., 2018; Pimentel et al, 2023) (figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de la organizacion histologica de la préstata, donde se
pueden apreciar principales tipos celulares que la conforman. En el epitelio prostatico se localizan
las células basales de nucleo alargado, adosadas directamente a la lamina basal, y células
secretoras que presentan nucleos redondos parabasales. El compartimento estromal, que rodea los
adendmeros prostéaticos, estd compuesto por diferentes tipos celulares, entre los que se encuentran

las células musculares lisas, los fibroblastos y componentes vasculares.

Las células musculares lisas forman una capa continua que rodea a los
adenOmeros prostaticos, mientras que los fibroblastos son mas escasos, se
encuentran localizados en la periferia de la capa muscular periacinar de forma
aislada (figura 4). También se pueden observar fibroblastos entre las células

musculares y la membrana basal del adenomero glandular (Quintar, 2009).
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Figura 4. Fotomicrografia de un corte histol6gico de la region dorsal de la préstata de Artibeus
lituratus, donde se pueden reconocer los diferentes tipos celulares que conforman esta region.
Tefiido con hematoxilina-eosina. L, lumen; S, célula secretora; B, célula basal; ML, célula muscular
lisa (modificado de Santos et al.,, 2018, se agregé las iniciales ML para sefalar a una célula

muscular).

Las glandulas ampulares son érganos pares, en forma de dilataciones que son
agrandamientos glandulares asociados a las partes distales del conducto deferente
(Chow et al., 1995; Mohammed y Doohi, 2017). Estas glandulas se estrechan pasan
por debajo de la préstata y vacian su contenido en el coliculo seminal (Mahmud et
al., 2016). Los productos de secrecion de las glandulas ampulares tienen
participacion en la maduracion (Bergerson et al., 1994), nutricion y almacenamiento

espermatico (Saleh et al., 2020).

Como parte de su regulacion, las glandulas sexuales accesorias muestran un
patrén constante de sensibilidad a los androgenos y estrogenos. Una pequefia
cantidad de hormonas esteroides es producida en la corteza adrenal, en donde
andrégenos como la dehidroepiandrosterona (DHEA) se convierten en otros
andrégenos, como la testosterona y la dihidrotestosterona (DHT) por las enzimas
presentes en las células de la préstata (Suzuki et al., 2007; Labrie, 2011). Sin
embargo, la mayor cantidad de testosterona es producida en los testiculos por las
células de Leydig, y una parte de estas hormonas es convertida a estradiol (E2).

Dichas hormonas esteroides, androgenos y estrogenos pueden ejercer su accion
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en diferentes células blanco a través de sus receptores especificos, los receptores
de androgenos (AR) y los receptores de estrogenos (ER) (Beguelini et al., 2014).
La testosterona testicular circulante puede llegar a las células epiteliales secretoras
en donde se unira a los AR y se convertir4 en dihidrotestosterona (DHT), por la
enzima 5-a-reductasa y en E2 por la enzima aromatasa, esta Ultima se unira a los
ER para regular los procesos de proliferacion y apoptosis (Lozano, 2018; Beguelini
et al., 2015a).

1.4. Generalidades de la apoptosis

La apoptosis (en griego, “caida” como en el caso de las hojas de los arboles) es un
término acufiado por Kerr, Wyllie y Currie (1972). Es un tipo de muerte celular
programada, es decir, la célula sigue una secuencia ordenada y controlada
genéticamente que dirige a su propia muerte (De Toro, 2006). El proceso se lleva a
cabo de manera individual, esto es, que las células vecinas no resultan dafiadas.
Involucra cambios morfoldgicos y bioquimicos. En estos cambios morfolégicos, las
células apoptéticas se caracterizan por presentar citoplasma compacto,
condensacion de cromatina nuclear, fragmentacion del ADN, formacién de burbujas
en la membrana plasmaética, a esto le siguen condiciones que hacen que el nlcleo
se rompa y que las células se desprendan de tejidos circundantes, asi como la
formacion de cuerpos apoptéticos (llenos de organulos celulares muy compactos y
fragmentos de nudcleo) (Cascales, 2003; Elmore, 2007; Obeng, 2020). Los cambios
bioquimicos implican: 1) activacion de las caspasas (rompen muchas proteinas
celulares vitales del andamiaje nuclear y del citoesqueleto); 2) fragmentacion del
ADN por endonucleasas (en oligonucleosomas en multiplos de 180 a 200 pares de
bases) y proteinas y; 3) cambios en la membrana plasmética, tales como la
externalizacion de fosfatidilserina, este lipido sera sefial para que la célula
apoptotica sea reconocida y fagocitada por células fagociticas o por células que no
son fagociticas pero que ante esa sefial responden como si lo fueran (Cascales,
2003; Elmore, 2007).

Se han descrito dos principales vias por las cuales se puede llevar a cabo la

apoptosis:
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La via extrinseca o de receptores de muerte, se desencadena por la uniéon de un
ligando a su receptor transmembranal, entre ellos, la proteina de superficie FAS, el
Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a y TNF-B), y el Ligando Inductor de Apoptosis
Relacionado con TNF (TRAIL). Estos ligandos se unen a sus receptores especificos:
Receptor del TNF (TNFR), Receptor del Ligando Inductor de la Apoptosis
Relacionado con TNF (TRAILR), Receptor APO-1, también denominado Fas o CD?9.
Una vez que el ligando se une con su receptor ocurre su trimerizacion seguida del
reclutamiento al oligdémero de la proteina adaptadora FADD (proteina con dominio
de muerte que se asocia a Fas) y de la union, para su activacion, de las pro-
caspasas 8 y 10, conocidas como iniciadoras de la apoptosis. La estructura
supramolecular es denominada Complejo de Sefalizacion Inductor de Muerte
(DISC). Las pro-caspasas son convertidas por hidrolisis parcial en caspasas activas,
capaces de hidrolizar y activar a las pro-caspasas efectoras o ejecutoras de muerte
(caspasas 3-7) (Figura 5) (Palacios et al., 2011; Green y Llambi, 2015 ).

La via intrinseca también conocida como via mitocondrial, es activada desde
el interior de la célula en respuesta a diversas sefales negativas, como dafio al ADN
y la eliminacion de factores de crecimiento. En esta via, la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial se considera como el punto de no retorno. Cuando
las células perciben una sefial extracelular o intracelular, la membrana mitocondrial
externa experimenta un cambio en su potencial, asi como en su permeabilidad. Esto
ocasiona la liberacion de proteinas apoptoticas hacia el citosol: citocromo c, Factor-
1 activador de las proteasas apoptogénicas (Apaf-1), endonucleasa G, factor
iniciador de la apoptosis (AIF) y Smac/Diablo (segundo activador mitocondrial de
caspasa). Una vez en el citosol, el citocromo ¢ se une al factor activador de las
proteasas apoptogénicas, que atrae la pro-caspasa iniciadora 9 y se forma un
complejo llamado apoptosoma que activara a la caspasa 9 que hidrolizara a la pro-
caspasa 3 para inducir su activacion, conocida esta como ejecutora central de la

apoptosis (Figura 5) (Palacios et al., 2011; Green y Llambi, 2015 ).

Tanto la via extrinseca como la intrinseca convergen en la activacion de las
caspasas efectoras 3 y 7 que al activarse ocasionan la escision de proteinas

celulares denominadas endonucleasas, que, a su vez, ocasionaran la
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fragmentacion del ADN en el extremo 3’ de la cadena en oligonucleosomas en
multiplos de 180 a 200 pares de bases (Figura 5) (Palacios et al., 2011; Green y
Llambi, 2015).
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receptores de muerte inicia con la formacién de poros en la membrana externa mitocondrial por
Bak/Bax y libera al citocromo ¢, Smac/Diablo y Omi. El citocromo ¢ se une al factor activador de las
proteasas apoptogénicas, que atrae la procaspasa 9 y se forma el apoptosoma para activar a la
caspasa 9, y esta a su vez activa a las caspasas 3 y 7. La via extrinseca de receptores de muerte
se desencadena por la unién de un ligando a su receptor transmembranal, entre ellos FAS que se
une a su receptor FASR. Una vez unidos ocurre la trimerizacion y se recluta FADD (proteina con
dominio de muerte que se asocia a Fas), esta union se denomina Complejo de Sefializacion Inductor
de Muerte (DISC), y es responsable de activar a la caspasa 8, que activa a las caspasas-3y 7. La
activacion de las caspasas 3 y 7 en ambas vias ocasionan la escision de proteinas celulares que
ocasionan la fragmentacion del ADN por endonucleasas que cortan el extremo el extremo 3’ de la
cadena de ADN de 180 a 200 pares de bases. (Palacios et al., 2011; Green y Llambi, 2015).

La muerte celular programada ocurre durante el desarrollo y el envejecimiento
del individuo y actia como un mecanismo de homeostasis que ayuda a mantener
las poblaciones celulares de los tejidos y 6rganos (Norbury y Hickson, 2001; Ziegler
y Groscurth, 2004).
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Los organos sexuales masculinos de varias especies de murciélagos
estacionales que han sido estudiadas muestran un crecimiento y regresion durante
su ciclo reproductivo. La testosterona, la DHT y el estradiol son hormonas esteroides
clave que regulan estos cambios (Beguelini et al., 2014). Diversos estudios en
especies de murciélagos indican que la apoptosis en 6rganos diana depende de
estas hormonas (Beguelini et al., 2015; Puga et al., 2016).

Asi, el testiculo, el epididimo y la prostata al ser privadas de hormonas
esteroides incrementan su indice de apoptosis (Beguelini et al., 2015a, b). Debido
a que en C. mexicanus tanto la glandula ampular como la préstata presentan
incremento en su tamafio, la apoptosis podria estar participando en los cambios de
tamafo de estos drganos, por lo que esta investigacion permitird profundizar en el
conocimiento de los mecanismos que regulan los cambios de tamafo de estas
glandulas sexuales accesorias, particularmente el de la apoptosis, involucrada en la
dinamica de recambio celular que ocurre a lo largo del ciclo reproductivo de C.

mexicanus debido a que son 6rganos fundamentales para su éxito reproductivo
2. ANTECEDENTES

2.1. Participacion de la apoptosis en el ciclo de actividad de érganos

reproductivos

Existen pocos estudios en los que se ha estudiado la apoptosis en las glandulas
sexuales accesorias durante la etapa reproductiva de los mamiferos y la mayoria
de ellos han sido realizados en roedores. Esos trabajos han estado enfocados en
analizar el efecto de la privacion de andrégenos en las glandulas sexuales

accesorias (Kerr y Searle, 1973; Kyprianou e Isaacs, 1988; Tsuji et al., 1998).

Hasta el momento, los Unicos estudios enfocados en analizar la participacion
de la apoptosis en las glandulas sexuales accesorias de murciélagos han sido
realizados sobre la préstata de dos especies frugivoras estacionales; una de ellas,
A. planirostris, en donde se mostraron datos interesantes sobre la existencia de
diferencias entre las regiones que conforman el 6rgano. En particular, para la region
ventral de la préstata se observdo un aumento notablemente significativo en el
namero de células que presentaron muerte por apoptosis en la estacion de

primavera comparado con otras estaciones climaticas del ciclo anual, esto
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demuestra que esta regidbn presenta gran cantidad de pérdida de células,
seguramente asociado al recambio celular. Por otra parte, la region dorsal no
muestra diferencias significativas durante las estaciones del afio (Puga et al., 2014).
En el caso de A. lituratus, se presentan, diferencias en el indice de apoptosis entre
las dos regiones de la prostata (ventral y dorsal). Durante todo el afio la region
ventral mostré gran cantidad de células positivas para caspasa-3 como indicador de
apoptosis, mientras que para la region dorsal este indicador se mantuvo

constantemente baja durante todo el afio (Albernaz et al., 2021).

Hasta el momento, no se han realizado estudios enfocados en determinar la
participacion de la apoptosis y sus variaciones, ya sea regional o estacional, en las
glandulas sexuales accesorias a lo largo del ciclo reproductivo de especies
estacionales que presenten un Unico evento reproductivo al afio, y en particular de
aquellas en las que existe un desfase temporal entre la espermatogénesis y los
apareamientos, cuyos 6rganos sexuales presentan cambios contrastantes, tanto
morfolégicos como en cuanto a la actividad asociados a las diferentes etapas del
ciclo reproductivo de la especie. Lo anterior permite considerar a C. mexicanus
como un excelente modelo para estudiar la variacién en el indice de apoptosis en
las glandulas ampulares y la prostata a lo largo del ciclo reproductivo estacional
asincronico. Por lo cual, nuestro objetivo fue aportar informacién sobre la muerte
celular por apoptosis como mecanismo de regulacion en los cambios de tamafio de
la préstata y las glandulas ampulares en el murciélago C. mexicanus durante el ciclo
anual.

3. JUSTIFICACION

La glandula ampular y la préstata de los murciélagos Corynorhinus mexicanus
muestran cambios en su tamafio a lo largo de su ciclo reproductivo. En la etapa de
inicio de crecimiento, en el mes de agosto presentan un incremento en su longitud
y peso y contindan su crecimiento. Posteriormente, en noviembre ocurre la etapa
de maximo tamafio, estas glandulas muestran un maximo aumento en longitud y
peso, y es cuando ocurren los apareamientos. En la etapa posterior, involucion en
el mes de enero, tanto la glandular ampular como la préstata inician un decremento

en tamafo para alcanzar un minimo en la etapa de inactividad en los meses de
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marzo a julio, donde se alcanza un minimo de longitud y peso (Le6n Galvan et al.,
2005).

A lafecha, no se han realizado estudios en las glandulas sexuales accesorias
a lo largo del ciclo reproductivo en especies estacionales que presentan un desfase
temporal entre la actividad del testiculo (espermatogénesis) y la época de
apareamiento, como es el caso de C. mexicanus. La utilizacion de esta especie de
murciélago como modelo bioldgico de estudio es importante para profundizar en el
conocimiento de los mecanismos que regulan los cambios de tamafio en la préstata
y la gldndula ampular de mamiferos que presentan marcados cambios morfol6gicos
y en la actividad de las glandulas sexuales accesorias, particularmente en lo
referente a la eliminacion de células por apoptosis en las diferentes etapas del ciclo
reproductivo de la especie, ya que aun se desconoce como es la dinamica en el
recambio celular de estos dos principales 6rganos que conforman el complejo de
glandulas sexuales en esta especie y que son fundamentales para su éxito
reproductivo.
4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cuales son los cambios que ocurren en el indice de apoptosis asociados a los
cambios de tamafio de la préstata y las glandulas ampulares durante el ciclo anual
reproductivo del murciélago Corynorhinus mexicanus?
5. HIPOTESIS
En el murciélago Corynorhinus mexicanus, la prostata y las glandulas ampulares
experimentan drasticos cambios de tamafio durante su ciclo reproductivo siendo el
valor mas alto en el indice de apoptosis en la etapa de involucion.
6. OBJETIVO GENERAL
Aportar informacion sobre la participacion que tiene la muerte celular por apoptosis
como mecanismo de regulacion de los cambios de tamafio que ocurren en las
principales etapas del ciclo anual de la prostata y las glandulas ampulares en el

murciélago Corynorhinus mexicanus.
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6.1. Objetivos particulares

Identificar los tipos celulares que presentan apoptosis en la préstata y las
glandulas ampulares durante las diferentes etapas del ciclo reproductivo de
C. mexicanus.

Determinar el indice de apoptosis en la prostata y glandulas ampulares
durante las diferentes etapas del ciclo reproductivo de C. mexicanus.
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7. DISENO EXPERIMENTAL
Para la realizacién de los objetivos del presente trabajo se realizaron diferentes
técnicas que se detallan a continuacion:

Etapas
[

Involucion Inactividad Inicio de crecimiento Maximo tamafo
{enero) {mayo) (agosto) (enero)

|
Glandula ampulary prostata
de Corynorhinus mexicanus

'

Procesamiento histologico

convencional

| Glandula ampular |

[
| Regién medial | | Lébulo ventral | | Lébulo dorsal |

| 4 seriados cortes por region |

| TINCION HY E | | TUNEL |
[
I
| Montaje:Entellan | ReaCC|oanT. EdUTP+TdT
Montaje: glicerolen PBS
| Microscopio campo claro | ¢
Microscopio confocal de
| AxioCanI MRc 5 | barrido laser
AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 ZEN 20108
v

2 fotomicrografias por zona: 2 fotomicrografias por zona:
distal, intermedia proximal distal, intermedia proximal (fig. 6)
(fig. 6) v
! Analisis/image J

[ I o :
Identificaciénde | [ Analisis/image J Cuantlfliiozgnci?u?aﬁzztosIspor

tipos celulares J'

Cuantificacion de
vasos sanguineos

28



8. MATERIAL Y METODOS
8.1. Material biolégico
Este proyecto se realiz6 con material biolégico que forma parte de una coleccion

cientifica alojada en el Laboratorio de Biologia y Ecologia de Mamiferos de la UAM-
| y, para su obtencién, en su momento se contd con los permisos de colecta
correspondientes. El material fue almacenado como parte de un proyecto de
investigacion divisional enfocado al estudio de los patrones reproductivos de la
diversidad de murciélagos de México a lo largo de varios afios. Por lo anterior, no
se requirié capturar ni sacrificar nuevos ejemplares.

El manejo y desecho de los materiales biologicos y quimicos en el laboratorio
se realiz6 de acuerdo con la reglamentacion institucional correspondiente, y en
apego a los lineamientos para la conduccion ética de la investigacion, la docencia y
la difusién en la Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud y reglamentos de la
Comisién de Etica de CBS de la UAM-I (Velasquez et al., 2010).

Se utilizaron las glandulas ampulares y prostata de 2 machos adultos de la
especie Corynorhinus mexicanus por cada una de las etapas clave que conforman
el ciclo de cambios en tamafio y peso de las glandulas sexuales accesorias. Los
datos de captura y los criterios de seleccion de los animales, la obtencion, medicién
y procesamiento de los oOrganos hasta su almacenamiento se describen
ampliamente en Ledn-Galvan et al. (2005). La tabla 1 muestra los datos sobre los
individuos empleados en el estudio. Para establecer las etapas del ciclo de las
glandulas sexuales accesorias en las que se agruparon los 6rganos de la especie
de estudio, se emplearon los datos correspondientes al ciclo reproductivo de la
especie en Ledn-Galvan et al. (2005), sobre la actividad de espermatogénesis como
se describen en Ledn-Galvan (2008) y la informacién sobre el almacenamiento y
maduracion espermatica epididimaria se determinaron por Rodriguez-Tobon (2011
y 2016) estableciendo para fines del presente estudio, las etapas como a

continuacién se describe:
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Etapa |. inactividad (mayo). Las glandulas sexuales accesorias presentan su menor
tamafio. Comienza (Reinicia) el crecimiento testicular y la fase proliferativa de la

espermatogénesis; los epididimos se mantienen pequefos.

Etapa Il. Crecimiento (agosto). Las glandulas sexuales accesorias presentan un
ligero incremento en su tamafio. Los testiculos alcanzan su maximo tamanfo, la

espermatogénesis es completa; los epididimos muestran gran crecimiento.

Etapa Ill. Maximo tamafio (noviembre). Las glandulas sexuales accesorias
alcanzan su maximo tamafio. Los testiculos experimentan regresion, llegando a su
tamafio minimo y la espermatogénesis ha cesado por completo; mientras que la

cauda de los epididimos se encuentra congestionada con espermatozoides.

Etapa IV. Involucion (enero). Las glandulas sexuales accesorias se encuentran en
regresion.
Los testiculos se mantienen en su minimo tamafio, mientras que, el tamafio de los

epididimos se va reduciendo.
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Tabla 1. Datos de los individuos a partir de los cuales se obtuvieron las glandulas sexuales

accesorias empleadas en el presente estudio.

Etapadel ciclo Individu Fecha de Peso Longitud Glandulas Préstata
de las o captura corporal de ampulares (I6ngitud
glandulas (dd/mm/aaaa) (gr) antebrazo  (longitud latero-
sexuales (mm) latero-lateral) lateral) (mm)
accesorias (mm)

I- Inactividad 1 20/05/2000 7.1 42.2 4.1 2.2
(mayo) 2 20/05/2000 8.2 41.3 2.6 1.9

Il- 1 19/08/2000 7.6 415 45 25
Crecimiento 2 19/08/2000 7.7 41.0 4.1 2.3
(agosto)

- Maximo 1 19/11/2000 7.0 42.0 7.6 5.3
tamafio 2 19/11/2000 7.1 40.5 9.3 6.0
(noviembre)

IV- Involucién 1 30/01/2000 7.3 40.6 5.0 4.3
(enero) 2 26/01/2001 8.7 42.0 5.8 4.6

Se indica la etapa del ciclo de las glandulas sexuales accesorias establecidas para la conformacion
de los grupos de estudio, la fecha de captura y los datos somaticos y de las glandulas sexuales.

8.2. Técnica histoldgicay analisis tisular
Las glandulas sexuales accesorias de 8 murciélagos, 2 por cada una de las 4 etapas

establecidas para la realizacion del presente estudio, fueron fijadas con solucion de
formalina al 4% (V/V) en solucion amortiguada de fosfatos (PBS) pH 7.4. Al
momento de la fijaciébn, ambas glandulas se encontraban integrando un complejo

que denominaremos: complejo de glandulas sexuales accesorias (Figura 6).

Las glandulas preservadas fueron sometidas a la técnica histologica estandar
y fueron procesadas mediante deshidratacion en concentracion gradual de
alcoholes, aclaramiento con xileno y se incluyeron en Paraplast plus (Prophet,
1992). Los 6rganos incluidos fueron cortados en un microtomo de rotacion LEICA
modelo 1510. Se obtuvieron cortes seriados longitudinales a través del complejo de
glandulas sexuales accesorias, en el sentido supero-inferior, para contar con

secciones de los 6rganos en planos frontales de 7 um de espesor (Anexo ). Las
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secciones de tejido fueron montadas en un portaobjetos recubierto con poli-L lisina
al 0.01% (V/V) como adherente tisular.

G. AMPULAR

P. LOBULO
DORSAL

¥

L6BULO '
VENTRAL

Figura 6. Fotomicrografia de una seccion histolégica en vista ventral del complejo de glandulas
sexuales accesorias del murciélago C. mexicanus, en etapa de méaximo tamafio, donde se puede
apreciar la presencia de las glandulas ampulares (G. AMPULAR) y de la préstata con sus dos
I6bulos, ventral (P. LOBULO VENTRAL) y dorsal (P. LOBULO DORSAL). Para fines de este estudio,
cada glandula ampular y l6bulo de la préstata fue dividido en 3 zonas: P, proximal, |, intermedia, D,
distal, con la finalidad de analizar la existencia de posibles diferencias en el indice de apoptosis entre

ellas.

Con la finalidad de poder realizar una amplia revision de cada 6rgano de estudio,
se decidid realizar una regionalizacion anatomica. En el caso de la préstata se
emplearon los cortes histolégicos representativos del I6bulo medio dorsal y los
correspondientes al I6bulo medio ventral, considerando el plano frontal como
referencia. Debido a que, la glandula ampular no presenta regionalizacién
anatémica (Soto-Castruita, datos no publicados), se considero la region media del
organo orientado en sentido proximo-distal respecto a la prostata, para la realizacion
de los cortes. De cada una de las regiones de estudio (3 regiones en total: una
correspondiente a la glandula ampular, y los 2 lébulos de la préstata) se
seleccionaron 4 cortes histolégicos seriados, tomados de la porcién central de cada
region anatomica de las glandulas, lo que permitié reconocer las caracteristicas
histologicas para fines de una mejor comprension de su organizacion interna

general, y realizar la deteccidon de apoptosis en ambas regiones de los 6rganos. En
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el caso de las glandulas ampulares, por ser érganos pareados, se utilizé siempre la
glandula derecha de cada animal.

De los 4 cortes por region mencionados anteriormente, 2 de ellos (cortes 1y
3) fueron tefidos con hematoxilina-eosina (H-E) (Allen, 1992), cubiertos con
Entellan y observados en el campo claro de un microscopio Zeiss para realizar su
revision y descripcion histolégica. Las fotomicrografias se tomaron mediante la
camara digital AxioCam MRc 5, con el programa AxioVision SE64 Rel. 4.9.1,
montada directamente al microscopio. De cada corte histolégico se tomaron 6
fotomicrografias, dos por cada una de las tres zonas en las que se dividio el rgano
o l6bulo: distal, intermedia y proximal, con respecto a la uretra como se sefal6 en
la figura 6, ubicando el sitio de la toma de la imagen a lo largo del recorrido de la
seccion histolégica en sentido superior-inferior del campo de vision del microscopio,
se tomaron dos fotomicrografias (Quintar, 2009), con la finalidad de contar con una
mayor cobertura de la estructura anatébmica de cada 6rgano de estudio, y
considerando que su organizacion anatomica corresponde a un sistema ductal
glandular y buscando obtener informacion de las diferentes regiones que conforman
a esta estructura funcional de la préstata y de la glandula ampular de C. mexicanus.
Cada fotomicrografia obtenida fue analizada para realizar la identificacion de
estructuras histologicas clave y reconocer la condicion en la que se encontraban los
tejidos en cada etapa del ciclo anual de las glandulas. Para contar con evidencias
del cambio en la estructura histoldgica de la préstata, de cada fotomicrografia donde
se ubico el sistema ductal se tomé al menos un adenomero donde se pudieron
reconocer los dos compartimentos que la conforman: el estroma (musculo liso y
tejido conectivo), y el sistema ductal glandular (células epiteliales) propiamente. De
estos compartimentos histolégicos glandulares se identificaron los tipos celulares
epiteliales: basales y secretoras; y células estromales: células musculares lisas y
fibroblastos, y la forma y la ubicacion de cada tipo celular, esto con la finalidad de
compararla con las muestras procesadas por TUNEL para la identificacion de
apoptosis. También se definié el tipo de revestimiento epitelial y la presencia de
vasos sanguineos, de estos ultimos, se realizé un conteo de la presencia de figuras

vasculares en seccion transversal para cada una de las etapas estudiadas y se
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realiz6 una comparacién como una manera de determinar la existencia de cambios
en el desarrollo de la vasculatura glandular entre las etapas del ciclo de las

glandulas sexuales.

8.3. Deteccidn y cuantificacién de apoptosis
Las dos secciones histoldgicas restantes que no se tifieron con H-E (cortes 2 y 4)

se utilizaron para la deteccion y cuantificacion de los tipos celulares con presencia
de apoptosis, y a partir de esta informacion, calcular el indice de apoptosis. Se
considero la misma distribucién de secciones de tejido que en la técnica histologica
(seccién7.2) con la finalidad de poder realizar una comparacién entre las
caracteristicas histolégicas con la ubicacion de las marcas fluorescentes que
resultan del tratamiento de los tejidos mediante la técnica de TUNEL y con ello,
lograr identificar tipos celulares que mueren por apoptosis. Las secciones de tejido
fueron desparafinadas con xilol, rehidratados con soluciones de concentraciones
descendentes de etanol, postfijados con paraformaldehido al 4% y permeabilizados
con proteinasa K (20 pg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente y
procesados mediante la técnica de TUNEL (Terminal Uridine Nick End Labeling, por
sus siglas en inglés), para lo cual se utilizé el Kit de Termo Fisher (Click-iT™ Plus
TUNEL Assay for In Situ Apoptosis Detection, Alexa Fluor™ 488 dye) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Esta técnica estd implementada para detectar
fragmentos de entre 180 a 200 bp de ADN que han sido producidos por la accion
de endonucleasas como parte del proceso de la apoptosis (Elmore, 2007) y, a los
que, se les incorporo enzimaticamente, nucleotidos modificados por la presencia del
fluorocromo Alexa Fluor 488 (Anexo Il) lo que permitio visualizarlos como marcas

fluorescentes mediante el uso de microscopia de fluorescencia.

Las secciones de tejido sometidos al método de TUNEL fueron incubados por
60 minutos en camara humeda a 37°C con una mezcla de reaccion de la enzima
TdT y el nucledtido EdUTP. Posteriormente, se agregd la solucion con el
fluorocromo, dejando las secciones de tejido por 30 minutos en camara humeda a
37°C. Los tejidos fueron lavados con PBS y recubiertos con glicerol en PBS. Cada

ensayo de reaccion TUNEL incluyd un control positivo el cual consistié en un corte
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histolégico tratado con 100 pl de DNAsa | para provocar la fragmentacion del ADN
(Elmore, 2007), y un control negativo, para lo cual, se utilizé otra seccion de tejido
diferente, y este fue procesado por el método de TUNEL pero incompleto, al excluir
la enzima TdT de la mezcla de reaccion mencionada anteriormente. Con la finalidad
de tener certidumbre de que las marcas fluorescentes observadas correspondian
precisamente a alguna célula en apoptosis, se empled el colorante fluorescente

Hoechst como contraste, ya que este tifie el ndcleo celular.

Las secciones de tejido procesadas por TUNEL fueron observadas y
fotografiadas en un microscopio confocal laser de barrido Zeiss 510, utilizando la
herramienta de epifluorescencia y con el programa ZEN 2010 B, con la longitud de
onda de excitacion de 488 nm para revelar las marcas fluorescentes. Estas marcas
fueron consideradas como una célula TUNE (+) indicativa de apoptosis. Para
obtener los datos correspondientes a los tipos de células que presentan apoptosis
y, el indice de apoptosis para cada 6rgano, se considerd la misma regionalizacion
de las glandulas como se describié en la seccién 7.2 que corresponde al estudio
histologico de las glandulas). Para realizar los conteos celulares, primeramente, se
midié el area de cada glandula completa presente en cada corte histolégico, asi
como el area de las fotomicrografias obtenidas, todo ello con el programa Image J
y el area de cada corte fue calculada con el programa AxioVision SE64 Rel. 4.9.1.
De cada fotomicrografia se obtuvo en total de células marcadas con Hoechst y el
total de células TUNEL (+). Posteriormente, se calculé el total de células en los
tejidos y el total de células TUNEL (+) por unidad de area de tejido (mm?).

Debido a que los 6rganos cambian de tamafio entre las diferentes etapas que
conforman el ciclo de las glandulas sexuales accesorias, se realiz6 una
estandarizacién consistente en determinar el nimero de células existentes por mm?
de tejido con la finalidad de poder realizar comparaciones directas de los datos ente
las diferentes etapas de estudio. La estandarizacién mencionada se hizo de la

siguiente manera:

e No. Total de células por mm? de tejido glandular= no. total de células/area

total del corte histol6gico (mm?).
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e No. Total de células en apoptosis por mm? de tejido glandular = no. total de
células TUNEL (+)/area total del corte histolégico (mm?).

e No. Total de cada tipo celular por mm? de tejido glandular = no. total de cada
tipo celular/area total del corte histolégico (mm?).

El indice apoptotico fue obtenido con base en la forma establecida por Wang et al.,
(2006), en la que se considera el numero de células apoptoticas (TUNEL+) y el
namero total de células determinado a partir del conteo de nucleos celulares tefidos
con Hoechst para cada una de las fotomicrografias obtenidas, empleando la

siguiente formula:
(No. Total de células TUNEL (+) /No. Total de células tefiidas con Hoechst)x100.
8.4. Analisis estadistico de los datos

El analisis estadistico de los datos consisti6 en la comparacién de los valores
obtenidos para cada una de las variables de estudio (el niumero total de células, el
numero total de células en apoptosis y el nimero total de cada tipo celular, por mm?
de tejido glandular) entre las etapas del ciclo de las glandulas sexuales accesorias
consideradas, mediante la prueba de Kruskal Wallis seguido de la prueba post hoc
de Dunn’s. Para determinar la normalidad de los datos de los diferentes grupos de
estudio se realizé una prueba de Shaphiro Wilks. La comparaciéon de los datos
correspondientes al nimero de células de los diferentes tipos celulares registrados
entre las etapas de maximo tamarfo e involucion para los diferentes organos de
estudio se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de U de
Mann-Whitney para dos muestras. Los andlisis estadisticos fueron realizados en el

programa GraphPad Prism version 8.0.

Los resultados de los tipos celulares se expresan como la media £ una Desviacion
Estandar (DE). Para todas las variables las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas cuando p <0.05.
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9. RESULTADOS
9.1. Analisis histolégico
9.1.1. Glandulas ampulares

La etapa de inactividad correspondiente al mes de mayo, las glandulas ampulares
presentaron adenomeros tubulares con revestimiento de epitelio pseudoestratifi-
cado cubico y fue notoria la presencia de células basales y secretoras. Las células
basales se encontraban en la base del adenémero, por debajo de las células secre-
toras, y fueron distinguibles por su nucleo plano; mientras que células secretorias
contenian un ndcleo parabasal de forma redonda (Figura 7A). En el estroma se ob-
servo presencia de musculo liso, con células identificables por sus nucleos alarga-
dos, algunas se encontraban adosadas a la superficie basal de las células epitelia-
les de los adendmeros (Figura 7A). Los adenémeros mostraron ausencia de secre-
cion en la luz (Figuras 7 y 8 A1-A3). La capsula que rodeaba a la glandula ampular

presentaba musculo liso (Figura 8 A2).

Durante el reinicio del crecimiento (agosto), las glandulas ampulares presen-
taron adendmeros de forma tubular, con revestimiento epitelial de tipo pseudoestra-
tificado cubico a cilindrico en algunos adendémeros, con presencia de células basa-
les y secretoras. En el compartimento intersticial (estroma) de los adenémeros se
presentaron algunas células musculares lisas que, como en la etapa anterior, estas
se encontraban adosadas a la lamina basal del epitelio, y mostraban un aspecto
alargado (Figura 7B). La luz de los adenémeros también se caracterizé por la au-
sencia de secrecion. La capsula que rodeaba a la glandula ampular presentaba

musculo liso y se observaba de un grosor mayor a la etapa anterior (Figura 8 B1).

Las glandulas ampulares en la etapa de maximo tamafio presentaron adeno-
meros de arquitectura alveolar, con diametro mayor a diferencia de las otras etapas
del ciclo consideradas en este estudio, con revestimiento de epitelio pseudoestrati-
ficado de cubico a cilindrico, este ultimo mostré citoplasma supranuclear ligera-
mente acidofilo, caracteristico de las células con actividad secretora (Figura 7C). La
luz de los adendémeros presentd secrecion acidofila intensa y fuertemente floculada
centralmente, en tanto que, en algunos adendmeros, las secreciones se observaron

excéntricamente en proceso de exocitosis merocrina (Figuras 7C y 8 C2). La
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capsula que recubria la glandula ampular se encontraba compuesta por musculo
liso (Figura 8 C1), y se observaron nicleos alargados pertenecientes a las células
musculares adosadas estas a los adenomeros glandulares (Figura 7C). Se recono-
cieron algunos vasos sanguineos en el intersticio (estroma glandular), mientras que
en el estroma de los adendmeros se pudieron observar gran cantidad de vasos san-
guineos (Figura 8 C1-C3).

En la etapa de involucion, las glandulas ampulares presentaron adenémeros
alveolares, con revestimiento de epitelio pseudoestratificado cubico, con los nucleos
ubicados a diferentes alturas (Figura 7D). En el espacio intersticial que rodeaba a
los adendémeros se observaron algunas células musculares lisas adosadas a la la-
mina basal del epitelio (Figura 7D). El lumen de los adenémeros no presentod evi-
dencias de secrecion. Seguido de las células musculares, se encontré una capa
gruesa de tejido conectivo con algunos fibroblastos (Figura 7D). Los adendmeros
presentaron un didmetro menor a la etapa de maximo crecimiento, tipico del periodo

de involucién (enero) (Figura 8 D1-D3).
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Figura 7. Fotomicrografias de secciones histoldgicas representativas de las glandulas ampulares de
Corynorhinus mexicanus en las etapas de: A. Inactividad (mayo); B. Inicio de crecimiento (agosto);
C. M&ximo tamafio (noviembre); D. Involucién (enero). M, muasculo; Ep, epitelio; TC, tejido conectivo;
L, lumen; Flecha verde, célula muscular; Flecha azul, célula basal; Flecha morada, fibroblasto;
Flecha negra, célula secretora, Flecha gris, vaso sanguineo (H-E. X400)
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Figura 8. Fotomicrografias de secciones histolégicas representativas de las tres zonas anatémicas en las que se regionalizaron las glandulas
ampulares de Corynorhinus mexicanus, y sus variaciones en las etapas de: A1-A3, Inactividad (mayo); B1-B3, Inicio de crecimiento (agosto); C1-
C3, maximo tamafio (noviembre); D1-D3. Involucion (enero); M, musculo; Ep, epitelio; TC, tejido conectivo; L, lumen; Flechas verdes, nucleos de
células musculares; Flechas azules, vasos sanguineos. (H-E. X400)
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9.1.2. Prostata (I6bulos ventral y dorsal)
Una vez realizado el andlisis histolégico, no se observaron diferencias entre los 16-

bulos ventral y dorsal (Figuras 10 y 11), por lo que se toma la decision de realizar la

descripcion histolégica considerando a ambos Iébulos por igual.

Durante la etapa de inactividad, la préstata mostré caracteristicas interesantes.
Se presentaron algunos adenémeros con arquitectura tubular cuyo revestimiento
epitelial mostro caracter pseudoestratificado cubico, con la presencia de células se-
cretoras con nucleo redondos y células basales con ndcleos alargados ubicadas
debajo de las secretoras. Rodeando a cada adenémero se encontraban las células
musculares lisas (Figura 9A). Estos adendmeros estaban embebidos en capas grue-
sas de tejido conectivo y musculo liso, como parte del estroma. El diametro de los

adendmeros se presentd de tamarfio pequefio (Figuras 10 A1-A3y 11 A1-A3).

En la etapa de inicio de crecimiento, la préstata de C. mexicanus presento
adendmeros de didmetro menor comparativamente con el diametro en las otras eta-
pas del ciclo analizadas. En cuanto a la arquitectura, los adenémeros se observaron
tubulares, con un revestimiento de epitelio simple cubico con células basales y se-
cretoras (Figura 9B). La luz de los adenédmeros no mostré evidencias de secrecio-
nes. Tanto el tejido conectivo como el musculo liso separaban a grupos de adeno-
meros (Figuras 10 B1-B3 y 11 B1-B3). En la capsula del 6rgano se observaron va-

sos sanguineos (Figura 10 B1).

En la etapa de maximo tamafio, la prostata presentd algunos adenémeros con
revestimiento de epitelio simple cubico con células basales y secretoras, mientras
gue otros mostraron un epitelio atipico debido a la ausencia de células epiteliales
secretoras en algunas regiones (Figura 9 C), ademas de presentar en la region api-
cal de las células, secreciébn merocrina, mientras que otras zonas lo presentaron
apocrino. En la luz de los adendmeros se observo secrecion ligeramente basofila
con floculacion leve de material vesiculado dimensionalmente heterogéneo (Figuras
9 C,10 C1-C3y 11 C1-C3). Algunas células musculares se disponian adosadas a la
superficie basal de las células epiteliales de los adenémeros en su porcion interna.
En el intersticio de los adendmeros tanto del I6bulo prostatico ventral como del dor-

sal se observaron pequefios vasos sanguineos (Figuras 10 B2y 11 C2).
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Figura 9. Fotomicrografias de secciones histolégicas de la prostata de murciélagos Corynorhinus

mexicanus en las etapas de: A, Inactividad (mayo). B, Inicio de crecimiento (agosto). C, Maximo
tamafio (noviembre). D, Involucién (enero). M, misculo; Ep, epitelio; TC, tejido conectivo; L, lumen;
Flecha verde, célula muscular; Flecha azul, célula basal; Flecha morada, fibroblasto; Flecha negra,

célula secretora, Flecha gris, vaso sanguineo (H-E. X400).

En la etapa de involucién los adendmeros presentan un revestimiento de epi-
telio cubico simple, mientras en otros adendmeros se pudo observar un epitelio ati-
pico; la superficie apical del epitelio muestra regiones con mecanismo de secrecion
apocrino. En la luz de los adenémeros se presentd secrecion intensamente aciddfila
con floculacién alta de material vesiculado dimensionalmente homogéneo en algu-
nos adenodmeros y en otros ligeramente heterogéneo (Figuras 10 D1-D3y 11 D3).
Se muestran escasas células musculares, algunas se disponen adosadas a la su-
perficie basal de las células epiteliales de los adendémeros en su porcion interna. en
el intersticio de los adenémeros se pudo observar la presencia de algunos vasos
sanguineos (Figuras 9 D, 10 D3y 11 D2 y D3).
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Figura 10. Fotomicrografias de secciones histologicas obtenidas de las tres zoﬁas anatomic
prostata de Corynorhinus mexicanus, en las etapas de: A1-A3, Inactividad (mayo). B1-B3, Inicio de crecimiento (agosto). C1-C3, Maximo tamafo
(noviembre). D1-D3. Involucién (enero). M, musculo; Ep, epitelio; TC, tejido conectivo; L, lumen; flechas verdes: nicleos de células musculares;
flechas azules, vasos sanguineos (H-E. X400).
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Figura 11. Fotomicrografias de secciones histol6gicas obtenidas de las tres zonas anatomicas en las que se regionaliz6 el I6bulo dorsal de Corynor-
hinus mexicanus, en las etapas de: A1-A3, Inactividad (mayo). B1-B3, Inicio de crecimiento (agosto). C1-C3, Maximo tamafio (noviembre). D1-D3,
Involucidn (enero). Los nimeros corresponden a las diferentes zonas de cada érgano: 1. Proximal; 2. Intermedia; 3. Distal. M, musculo; Ep, epitelio;
TC, tejido conectivo; L, lumen; flechas verdes: nucleos de células musculares; flechas azules, vasos sanguineos (H-E. X400).
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9.1.3. Presencia de vasos sanguineos
Un andlisis en el numero de vasos sanguineos se realizé de forma comparativa

entre el mismo 6rgano o I6bulos prostaticos estudiados en las diferentes etapas del

ciclo de las glandulas sexuales accesorias de la especie de estudio.

Tanto la glandula ampular como la préstata en sus dos l6bulos (ventral y dor-
sal) mostraron valores muy bajos en el nimero de vasos en la etapa de inactividad
e inicio de crecimiento comparadas con las etapas de maximo tamafo e involucién
(Figura 12).

Como se puede apreciar en la figura 12, la glandula ampular no mostré dife-
rencias estadisticamente significativas entre la etapa de inactividad e inicio de cre-
cimiento, pero si se presentaron diferencias cuando se compar6 con las ultimas dos
etapas, indicando un aumento en la presencia en el nUmero de figuras que repre-
sentan vasos sanguineos. Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente sig-

nificativas entre ellas, indicando que este incremento se mantuvo.

Por otra parte, la préstata en sus Iébulos ventral y dorsal mostré un comporta-
miento muy similar en cuanto a la presencia de vasos sanguineos en las diferentes
etapas, siendo muy bajo en la etapa de inactividad y presentando un aumento es-
tadisticamente significativo en comparacion con la etapa de inicio de crecimiento.
Posteriormente, la etapa que presentd el mayor niumero de vasos fue la de maximo
tamafio en comparacion con las primeras dos etapas del ciclo de las glandulas es-

tudiadas.

Aunque el nimero de vasos sanguineos presentes (contados a partir de las
figuras en corte transversal de los vasos) en los l6bulos prostaticos ventral y dorsal
los fue similar en las etapas de inactividad, inicio de crecimiento y maximo tamario,
la presencia de vasos sanguineos fue diferente en la etapa de involucién. La com-
paracion de la presencia de vasos en las etapas de maximo tamafio e involucion,
no mostré diferencias estadisticamente significativas, pero si mostrd diferencias
cuando se compardé con las dos primeras dos etapas, presentando valores mucho
mas bajos. En el I6bulo dorsal, se observo que el aumento de vasos no mostré
diferencias significativas en las etapas de maximo tamafo e inicio de crecimiento,

pero si hubo diferencias cuando se compar6 con la etapa de inactividad, ya que la
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presencia de vasos era minima. Cuando se comparo esta Ultima etapa con el inicio

de crecimiento mostré que no existen diferencias entre ellas (Figura 12).
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Figura 12. Variacion en el nimero de vasos sanguineos presentes por unidad de area (mm?2) en la
glandula ampular y en la préstata en sus dos regiones, ventral y dorsal, en las diferentes etapas del
ciclo reproductivo de Corynorhinus mexicanus. Letras diferentes indican diferencias estadistica-
mente significativas para el numero de vasos del mismo drgano o l6bulo al comparar entre las dife-

rentes etapas del ciclo analizadas (Kruskal Wallis, Dunn’s test post hoc p < 0.05)

9.2. Deteccion y cuantificacién de apoptosis
9.2.1. Namero total de células
Se realizé un conteo del total de células por corte histolégico y por unidad de area

(1 mm?) sin distinguir por tipo celular. Por corte histolégico, la glandula ampular
mostro valores mas altos en el numero total de células en comparacion con los
I6bulos prostéticos en todas las etapas (Figura 13 A). En la etapa de inactividad se
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la etapa de
inicio de crecimiento, lo que indica que, el nimero de células aumento en esta Ultima

etapa presentando los valores mas altos con respecto a las demas etapas.
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Posteriormente, en la etapa de maximo tamafio se mantuvo el nimero de células,
ya que no se presentaron diferencias significativas con respecto a las etapas de
inactividad, inicio de crecimiento e involucion (Figura 13 A).

La préstata en sus I6bulos ventral y dorsal, mostré el mismo comportamiento
con respecto al numero total de células, presentando valores bajos en las dos
primeras etapas (inactividad e inicio de crecimiento), sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas entre ellas; por otro lado, las siguientes etapas
(maximo tamafo e involucién), presentaron valores altos en el niamero total de
células, sin mostrar diferencias estadisticamente entre ellas, pero si con respecto a

las dos primeras etapas (Figura 13 A).

Cuando el andlisis se realizé para el nimero de células por mm? de tejido, se
observé un resultado muy diferente al registrado por corte histolégico (Figura 13 B).
Tanto la glandula ampular como la préstata en sus l6bulos ventral y dorsal presentan
valores altos en el nimero de células por mm? en las dos primeras etapas
(inactividad e inicio de crecimiento), sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas entre ellas; mientras que, para las siguientes etapas (maximo tamafo
e involucion), se presentaron valores mas bajos en el numero total de células por
mm?, sin mostrar diferencias estadisticamente entre ellas pero si con respecto a las

dos primeras etapas del ciclo de las glandulas sexuales accesorias (Figura 13 B).
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Figura 13. Variacién en el numero total de células registradas a partir de las secciones histol6gicas

de las glandulas ampulares y de la prostata, en sus l6bulos ventral y dorsal en las diferentes etapas

del ciclo reproductivo de Corynorhinus mexicanus. A. Total de células por corte histologico; B. Total

de células por unidad de area (mm?). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente signifi-

cativas para el nimero total de células del mismo 6rgano o I6bulo al comparar entre las diferentes

etapas (Kruskal Wallis, Dunn’s test post hoc, p < 0.05)
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9.2.2. Numero total de células apoptéticas
Se registro para la glandula ampular que se mantuvieron valores altos en cuanto al

namero total de células TUNEL (+), indicativas de apoptosis, y que este valor fue
aumentando desde la etapa de inactividad para mostrar los valores mas altos en la
etapa de involucion. Sin embargo, para esta glandula, no habia diferencias
estadisticamente significativas en las etapas analizadas (Figura 14 B).

En el caso de los l6bulos de la préstata, los valores del nimero de células
apoptoticas por corte histolégico fueron bajos en las dos primeras etapas (involucion
e inicio de crecimiento), sin mostrar diferencias estadisticamente significativas entre
las dos etapas; por otro lado, las siguientes etapas (méximo tamafio e involucién),
presentaron valores mas altos en el nimero total de células apoptéticas, sin mostrar
diferencias estadisticamente entre ellas pero si con respecto a las dos primeras
etapas (Figura 14 B).

El estudio realizado en el nimero total de células apoptéticas por mm? de tejido
indicé un comportamiento diferente al que se encontrd por corte histologico (Figura
14 B). Tanto la glandula ampular como la préstata, ésta ultima en sus Iébulos ventral
y dorsal, presentaron valores altos en el nimero total de células apoptoéticas por
mm? en las dos primeras etapas (involucién e inicio de crecimiento), sin mostrar
diferencias estadisticamente significativas entre ellas; por otro lado, las siguientes
etapas (maximo tamafo e involucion), presentaron valores mas bajos en el numero
total de células por mm?, sin mostrar diferencias estadisticamente entre ellas pero

si con respecto a las dos primeras etapas (Figura 14 B).
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Figura 14. Variacion en el nimero total de células apoptéticas en las glandulas ampulares y en la
préstata, en sus I6bulos ventral y dorsal en las diferentes etapas del ciclo reproductivo de Corynor-
hinus mexicanus. A, Total de células apoptéticas por corte histoldgico. B, Total de células apoptoticas
por unidad de area (1 mm3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas para
el nimero total de células del mismo érgano o |6bulo entre las diferentes etapas (Kruskal Wallis,
Dunn’s test post hoc, p < 0.05)

Cuando se calcul6 el indice apoptético para cada una de las diferentes etapas del

ciclo de las glandulas sexuales accesorias tanto de las glandulas ampulares como
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de la prostata en sus dos diferentes I6bulos (ventral y dorsal), y se compararon los
valores, no se registraron diferencias estadisticamente significativas,
presentandose en general, indices muy altos, desde un 84% hasta un 96% (Figura
15).
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Figura 15. Variacion en el valor promedio para el indice apoptotico (IA), considerado como el por-
centaje de células TUNEL (+) en la glandula ampular y en la préstata, en sus diferentes l6bulos,

ventral y dorsal, en las diferentes etapas del ciclo reproductivo de Corynorhinus mexicanus.

9.2.3. Niumero de células con evidencia de apoptosis por tipos celulares
Para reconocer la presencia e identificar los diferentes tipos celulares que
presentaron evidencias de apoptosis en ambas glandulas sexuales accesorias
(préstata y glandula ampular) de los murciélagos C. mexicanus estudiados, se tomé
en cuenta la forma y la ubicacion de los nudcleos celulares. En la etapa de inactividad
e inicio del crecimiento, Unicamente se lograron identificar los dos compartimentos
de las glandulas sexuales accesorias, sin embargo, no fue posible identificar los

tipos celulares que conforman estos compartimentos (Figuras 16, 17 y 18).
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En las etapas posteriores, maximo tamafio e involucion, en el epitelio se pudieron
identificar dos tipos de células apoptéticas, secretoras y células basales; Las células
secretoras epiteliales presentan nucleos redondos y parabasales, son mas
abundantes y presentan variaciones de tamafo y forma; en tanto que las células
basales se encontraban debajo de las células secretoras y podian observarse como
células con ndcleos alargados, son menos abundantes dentro del epitelio, en

comparacion con las células secretoras, y se encuentran firmemente adheridas a la

membrana basal de cada adenémero (Figuras 16, 17 y 18).

Figura 16. Fotomicrografias por microscopia de epifluorescencia, que muestran evidencias de
apoptosis en las glandulas ampulares de Corynorhinus mexicanus en la etapa de: A1-A3, Inactividad
(mayo). B1-B3, Inicio de crecimiento (agosto). C1-C3, Maximo tamafio (noviembre). D1-D3,
Involucion (enero). Cada namero corresponde a las diferentes zonas de cada 6rgano: 1. Proximal;
2. Intermedia; 3. Distal. Ep, epitelio; Es, estroma, Esp, espermatozoides; L, lumen; Flecha blanca,
nacleos de células epiteliales TUNEL (+); Flecha roja, nacleos de células musculares TUNEL (+).
Técnica de TUNEL. X400.
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Figura 17. Fotomicrografias por microscopia de epifluorescencia, que muestran evidencias de
apoptosis en la prostata ventral de Corynorhinus mexicanus en la etapa de: A1-A3, Inactividad
(mayo). B1-B3, Inicio de crecimiento (agosto). C1-C3, Maximo tamafio (noviembre). D1-D3,
Involucion (enero). Cada numero corresponde a las diferentes zonas de cada 6rgano: 1. Proximal;
2. Intermedia; 3.-Distal. Ep, epitelio; Es, estroma, L, lumen; flecha blanca, ndcleos de células
epiteliales TUNEL (+); Flecha roja, nucleos de células musculares TUNEL (+); Flecha amarilla,

ndcleos de células basales TUNEL (+); Flecha morada, nucleos de fibroblastos TUNEL (+). Técnica

de TUNEL. X400.
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Figura 18. Fotomicrografias por microscopia de epifluorescencia, que muestran evidencias de
apoptosis en la préstata dorsal de Corynorhinus mexicanus en la etapa de: A1-A3, Inactividad
(mayo). B1-B3, Inicio de crecimiento (agosto). C1-C3, Maximo tamafio (noviembre). D1-D3,
Involucion (enero). Cada namero corresponde a las diferentes zonas de cada 6rgano: 1. Proximal;
2. Intermedia; 3. Distal. Ep, epitelio; Es, estroma, L, lumen; flecha blanca, ndcleos de células

epiteliales TUNEL (+); Flecha roja, nucleos de células musculares TUNEL (+); Flecha amarilla,
ndcleos de células basales TUNEL (+); Flecha morada, nicleos de fibroblastos TUNEL (+). Técnica
de TUNEL. X400.

En el caso de las etapas de inactividad e inicio de crecimiento, como se menciono
anteriormente, no fue posible identificar los tipos celulares que presentaron
evidencias de apoptosis (células TUNEL+), debido al pequefio tamafio de los
organos y a que no habia un arreglo que permitiera distinguir los tipos de células,
pero si fue posible distinguir entre el epitelio y el estroma de cada una de las
glandulas sexuales accesorias, por lo que se hizo una comparacion entre los

compartimentos de los diferentes 6rganos en las etapas estudiadas (tabla 2).
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Tabla 2. Variacion en el numero total de células apoptéticas (TUNEL (+)) de los compartimentos
epitelial y del estroma por corte histolégico de la glandula ampular y de la prostata en sus dos I6bulos,

ventral y dorsal, en las diferentes etapas del ciclo reproductivo de Corynorhinus mexicanus.

Epitelio
Inactividad Inicio de crecimiento Maximo tamaiio Involucion
Glandula ampular 14728 +6854 4° B713 +113334° 20113 +6676 23 25045 7171 7°
Préstata I6bulo ventral 1498 +948.42 1512 +35942 7540 +2440 9° 7842 +3509 60
. . a b
Préstata I6bulo dorsal 3138 £18609 1970 +860.1 7312 20163 9325 +3132°
Estroma
Glandula ampular 1390 +8716°2 3633 +22838° 1983 +1636 8%¢ 2392 +7953P¢
Prostata I6bulo ventral 819 +73128 549 +50223 1033 +659620 1489 +678 4°
Préstata 16bulo dorsal 1320 108472 461 +3415° 729 +4125%° 1401 +690.8°

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas del 6rgano o I6bulo en las dife-

rentes etapas (Kruskal Wallis, Dunn’s test post hoc, p < 0.05)

El epitelio de la glandula ampular mostré un aumento estadisticamente significativo
el numero total de células apoptéticas en la etapa de inicio de crecimiento con
respecto a la inactividad. Sin embargo, en la siguiente etapa, maximo tamafo, no
mostré diferencias cuando se compard con la etapa de inactividad e inicio de
crecimiento. La etapa de involucién, mostré diferencias con respecto a la inactividad,
pero no cuando se comparo con las tres etapas restantes, por lo que el nimero de
células apoptéticas se mantuvo estable durante estas ultimas etapas (Tabla 2). Este
o6rgano mantuvo un nimero bajo constante de células apoptéticas en las etapas de
inactividad e inicio de crecimiento, sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas entre estas. Sin embargo, si presento diferencias entre las dos etapas
posteriores, maximo tamafio e involucion, por lo que tuvo un aumento
estadisticamente significativo en el nimero de células apoptéticas con respecto a
las dos primeras etapas, pero no entre las de maximo tamafio e involucion (Tabla
2).

En el estroma de la glandula ampular, hubo un aumento en el nimero de células
apoptéticas de la etapa de inactividad a la de inicio de crecimiento, el cual fue
estadisticamente significativo. Sin embargo, la inactividad no mostré diferencias con

respecto al maximo tamano, pero si cuando se comparo con la etapa de involucion.
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Por otro lado, entre las etapas de inicio de crecimiento, maximo tamano e involucion
no hubo diferencias estadisticamente significativas, por lo que el nUmero de células

estromales apoptoticas en la glandula ampular se mantuvo alto (Tabla 2).

El nimero de células epiteliales en los dos l6bulos prostaticos mostré valores
semejantes, siendo bajos en las dos primeras etapas (inactividad e inicio de
crecimiento), sin mostrar diferencias estadisticamente significativas entre ellas; las
siguientes etapas (méaximo tamafio e involucion), presentaron valores mucho mas
altos en el numero total de células apoptoticas epiteliales, sin mostrar diferencias
estadisticamente entre ellas, pero si con respecto a las dos primeras etapas (Tabla
2).

El nimero de células apoptéticas en el estroma mostré un comportamiento
diferente en los dos l6bulos prostaticos, ventral y dorsal. El I6bulo ventral no mostro
diferencias estadisticamente significativas entre las etapas de inactividad, inicio de
crecimiento y maximo tamafio, mientras que si presentd diferencias con la etapa de
involucién, mostrando un aumento en el nimero de células apoptéticas, pero sin
haber diferencias entre las Ultimas dos etapas (Tabla 2). El I6bulo dorsal present6
una disminucion en el niumero de células epiteliales apoptéticas de la etapa de
inactividad (1320 = 1084.7) a la etapa de inicio de crecimiento (461 + 341.5) siendo
esta diferencia estadisticamente significativa. Posteriormente, en la etapa de
maximo tamafio, aumentd el niumero de células estromales con evidencia de
apoptosis (729 + 412.5), pero este valor no mostré diferencias con respecto a las
etapas de inactividad e inicio de crecimiento. En la dltima etapa del ciclo
reproductivo, en la involucion, se presenté un aumento en el nimero de células con
evidencia de apoptosis (1401 + 690.1) que fue estadisticamente significativo

respecto a los valores registrados para las etapas anteriores (Tabla 2).

Los tipos celulares identificados con evidencias de apoptosis fueron: secretoras,
basales, musculares y fibroblastos. En los dos 6rganos analizados y en las dos eta-
pas estudiadas, las células secretoras siempre se encontraban presentes en mayor
cantidad, siguiendo en cantidad, las células musculares, las basales y finalmente
los fibroblastos (Figura 19). Tanto en la glandula ampular como en la prostata dorsal,

el nimero de células secretoras con evidencia de apoptosis fue menor en la etapa
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de maximo tamarnio, y se presentd un aumento estadisticamente significativo en la
etapa de involucion. En el caso de la prostata, en su l6bulo ventral no se mostraron
diferencias significativas entre estas dos etapas. En el caso de las células basales
con evidencia de apoptosis, tanto en la glandula ampular como en el I6bulo dorsal
de la prostata, no hubo diferencias significativas entre las etapas de maximo tamafio
e involucién. Por su parte, I6bulo ventral de la prostata si registré6 un aumento esta-
disticamente significativo en el nUmero de células basales con evidencia de apop-
tosis de la etapa de maximo tamafio a la de involucién (Figura 19). En cuanto al
namero de células musculares apoptéticas en la glandula ampular y la prostata en
sus dos lobulos ventral y dorsal se presenté un aumento significativo de la etapa de
maximo tamafio a la etapa de involucion. En el caso de los fibroblastos en apopto-
sis, se registrd6 un numero similar para la glandula ampular y la préstata en sus 16-
bulos ventral y dorsal en las dos etapas, maximo tamafio e involucién, sin mostrar

diferencias estadisticamente significativas entre ellas (Figura 19).
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Figura 19. Variacién en el nimero total de células TUNEL (+) en los diferentes tipos celulares: se-
cretoras, basales, musculares y fibroblastos en la glandula ampular, y Ié6bulos ventral y dorsal de la
préstata comparando entre la etapa de maximo tamafio y la de involucion del ciclo de las glandulas
sexuales accesorias de Corynorhinus mexicanus. Los datos se expresan como media + DE. El *
indica las diferencias estadisticamente significativas del 6rgano o regidn en las diferentes etapas (U
de Mann-Whitney, p < 0.05).

10. DISCUSION

Las glandulas sexuales accesorias son oOrganos que forman parte del sistema
reproductor masculino, responsables de aportar el plasma seminal (Prins y
Lindgren, 2015) constituido por prostaglandinas, fructosa, acido citrico, poliaminas,
zinc y enzimas como proteasas y fosfatasas acidas que ayudan a nutrir, activar y
asegurar la viabilidad y movilidad de los espermatozoides, y finalmente la uretra
(Puga et al.,, 2014). En C. mexicanus se han estudiado dos glandulas sexuales

accesorias, la glandula ampular y la préstata (Le6n-Galvan et al., 2005, Rodriguez-
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Tobon et al.,, 2010). Esta especie presenta un patrén reproductivo asincronico
temporal dado que la espermatogénesis ocurre en primavera-verano (mayo-
septiembre), mientras que las coépulas ocurren en los meses de noviembre y
diciembre debido al almacenamiento espermatico epididimario que ocurre en otofio-
invierno (septiembre-febrero) y al plasma producido por las glandulas sexuales
accesorias (Figura 1) (Lopez-Wilchis, 1989).
10.1. Anélisis histolégico

En C. mexicanus se han estudiado dos glandulas de las antes mencionadas, la
glandula ampular y la préstata (Ledn-Galvan et al., 2005, Rodriguez-Tobén et al.,
2010). La primera de estas, es un érgano par, considerdndose un agrandamiento
glandular asociado a las partes distales del conducto deferente (Chow et al., 1995;
Mohammed y Doohi, 2017), en cuanto a su morfologia, en la especie Molossus fortis
se ha observado con forma de I6bulo medial cénico (Krutzsch y Crichton,1990) y en
la especie Pteronotus gymnonotus con forma globular (Pimentel et al., 2023), al
igual que en C. mexicanus (Figura 6).

La préstata presenta una gran variacion morfoldgica entre las especies de
murciélagos estudiados y puede presentarse de forma compacta (Sohn et al., 2021),
en dos regiones (Puga et al., 2013; Martins et al., 2015; Beguelini et al., 2016; Miotti
et al., 2018; Santos et al., 2018; Pimentel et al., 2023), o en tres (Negrin et al., 2014;
Christante et al., 2015; Martins et al., 2015, 2016). La organizacion histolégica de
las glandulas sexuales accesorias es similar entre ellas, comprende un
compartimento epitelial y un compartimento estromal (Quintar, 2009). La
organizacién celular constituye dos tipos celulares epiteliales en las glandulas
sexuales accesorias de algunos murciélagos: secretoras y basales; mientras que,
en el compartimento estromal, se encuentran células musculares lisas, con funcién
de contraerse y asi descargar el plasma seminal, y los fibroblastos que secretan
componentes de la matriz extracelular, lo que mantiene la integridad del érgano,
permitiendo una comunicacion entre los compartimentos estromales y epiteliales a
traveés de la sefializacion por factores de crecimiento (Ali y Kulik, 2021). En C.
mexicanus se identificaron los dos tipos celulares epiteliales mencionados, tanto en

la préstata como en la glandula ampular, células secretoras, que se podian observar
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con nucleos redondos y parabasales; y células basales, que se encontraron por
debajo de las células secretoras, y presentaban nucleos alargados. Otros
murciélagos donde también se han encontrado estos tipos celulares epiteliales en
la prostata son A. lituratus (Santos, et al., 2018); A. planirostris (Puga et al., 2014);
Carollia perspicillata, Glossophaga soricina, Phyllostomus discolor, Desmodus
rotundus y Platyrrhinus lineatus (Martins et al., 2015) y en la glandula ampular en
Pteronotus gymnonotus (Pimentel et al., 2023). Como se ha mencionado, algunos
autores denominan células secretoras, sin embargo, en este trabajo, se sugiere que
se denominen células principales, ya que hay etapas del ciclo reproductivo en donde

estas células no poseen actividad secretora.

En la glandula ampular, el revestimiento de los epitelios varia entre especies.
Estos epitelios pueden clasificarse de acuerdo a la cantidad de estratos celulares y
la forma de las células superficiales, de tal forma que, el epitelio se describe como
simple cuando tiene un solo estrato celular de espesor y estratificado cuando posee
dos o mas estratos celulares, seudoestratificado debido a que muestra aspecto
estratificado, aunque no todas las células alcanzan la superficie, pero todas se
encuentran adheridas en la membrana basal ; las células que lo forman pueden ser
planas o escamosas cuando el ancho es mayor que su altura, cubicas cuando el
ancho, la profundidad y la altura son iguales, y cilindricas cuando la altura excede

el ancho de la célula (Pawlina, 2015).

Los epitelios también pueden clasificarse como pseudoestratificados, las
células que lo constituyen todas descansan sobre la membrana basal, pero sus
nacleos se localizan a distintas alturas, lo que da aspecto de diferentes estratos
(Pawlina, 2015). C. mexicanus presento una variacion en el revestimiento de sus
epitelios en las diferentes etapas de la glandula ampular, siendo cubico
pseudoestratificado en la inactividad, cubico pseudoestratificado a cilindrico en la
etapa de inicio de crecimiento, cubico a cilindrico en maximo tamafio y en la
involucion un revestimiento epitelial cilindrico pseudoestratificado (Figuras 7 y 8). Al
igual que en la glandula ampular, la préstata de C.mexicanus mostré una variacion
en el revestimiento epitelial en las 4 etapas que conforman el ciclo reproductivo

analizado (Figura 8). Se observo un epitelio cubico pseudoestratificado en la etapa
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de inactividad, cubico simple en el inicio de crecimiento, mientras que en las etapas
de maximo tamafio e involucibn se mostrd un epitelio cubico simple, con
adendmeros que muestran epitelio atipico, que podria ser debido al tipo de
secrecion holocrina (Puga et al., 2013). El hecho de que tanto la glandula ampular
como la prostata en sus dos Iébulos presenten un epitelio diferente en las cuatro
etapas estudiadas sugiere que las células podrian estar presentando una dinamica
de aumento y disminucion de tamafio a lo largo del ciclo reproductivo como se ha
descrito para Eidolon helvum, especie de murciélago en donde se ha encontrado
que las células epiteliales de las vesiculas seminales (Abiaezute et al., 2021) y en
las glandulas bulbouretrales (Abiaezute et al., 2020) se hipertrofian y secretan mas
durante la temporada de apareamiento, y posteriormente a esto, las células
disminuyen su tamafio y actividad secretora. Otro murciélago en donde se observa
un cambio similar es en Rousettus leschenaulti en la glandula de Cowper en donde
se ha observado que esta glandula presenta hipotrofia de los acinos y de las células
epiteliales a medida que se acerca la etapa de inactividad (Nerkar et al, 2016). En
algunas especies de murciélagos estudiadas se ha encontrado que presentan un
epitelio cilindrico o cubico simple, como es el caso de Macrotus waterhousii
(Krutzsch et al., 1976), cubico alto a cilindrico en Molossus fortis (Krutzsch y
Crichton,1990); mientras que en Tadarida brasiliensis, se observa un epitelio
secretor de tipo cilindrico hasta cubico bajo (Krutzsch et al., 2002), epitelio
pseudoestratificado en Rhinolophus ferrumequinum (Sohn et al., 2021) vy
pseudoestratificado cubico a cilindrico en Pteronotus gymnonotus (Pimentel et al.,
2023).

Por otra parte, el estroma que forma parte de la préstata y la glandula ampular
de C. mexicanus presento células musculares lisas, distinguibles por presentar un
nacleo delgado alargado y se encontraban rodeando los adenomeros. Los
fibroblastos se observaron con nucleos alargados, cerca de las células musculares
lisas y se encontraban en menor cantidad que estas (Figura 3). Asi como se ha
observado en A. lituratus, en donde se encontraron estos mismos tipos celulares,
células secretoras, basales, musculares y fibroblastos, ademas de que se cuenta

de la presencia de vasos sanguineos (Santos et al., 2018, Figura 4). En el estroma
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de C. mexicanus se encontré también la presencia de vasos sanguineos y se logro
hacer una comparacion en el nimero de estos en las diferentes etapas. Se encontro
que, en las etapas de inactividad e inicio de crecimiento se presenté una
disminucioén en los vasos, coincidiendo con el tamafio pequefio de los 6rganos. En
las posteriores etapas, maximo tamafio e involucién se presenté un aumento en los
vasos sanguineos, lo que coincide con los apareamiento y el aumento de tamafio
de la glandula ampular y la prostata (Ledn-Galvan et al., 2005), debido a que los
vasos sanguineos tiene como funcion el transporte de andrégenos (testosterona),
factores de crecimiento, asi como nutrientes y oxigeno para su desarrollo,
crecimiento, sintesis y secrecion (Wong et al., 2014), lo cual dard como resultado el
plasma seminal que funciona como medio de transporte para los espermatozoides,
y asi asegurar la viabilidad y movilidad de los espermatozoides en el tracto
reproductor femenino (Puga et al., 2014). Posterior a la fecha de los apareamientos
disminuye el nimero de vasos, y con ello, el tamafio de los érganos. Hasta el
momento no se han hecho estudios que realicen la misma comparacion por etapas

para ninguna especie de murciélago.

Respecto a la forma de secrecion de las glandulas sexuales accesorias en
los mamiferos puede clasificarse de acuerdo a la forma en que las células liberan al
lumen sus productos de secrecion, la cual puede ser endocrina (liberan su contenido
a la sangre) y exocrina (libera su contenido a la luz de conductos). Este ultimo tipo
contiene tres diferentes mecanismos de liberacién de los productos de secrecion:
1) merocrina, la secrecion llega a la superficie de la célula en vesiculas limitadas
por membranas y vacian su contenido por exocitosis; 2) apocrina, el producto es
agregado en la superficie de la célula, rodeado por una capa delgada de citoplasma
con membrana plasmatica y; 3) holocrina, la secrecion se acumula dentro de la
célula en maduracién, que al mismo tiempo sufre muerte celular programada y tanto
los productos de secrecién como los restos celulares se eliminan en el lumen
(Pawlina, 2015). La glandula ampular de C mexicanus presentd pequefias vesiculas
que se desprendian del lumen de las células secretoras, indicando el tipo de

secrecion merocrina. También se identific6 secrecion apocrina en sus adenomeros
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tubulares en la etapa de maximo tamafio, esta secrecion se pudo observar, ya que

se encontraban grandes vesiculas desprendiéndose de la célula (Figura 7C).

En la glandula de Cowper de murciélago Rousettus leschenaulti se presentan
estos dos tipos de secrecion (Nerkar, et al., 2016). La presencia de secrecion
merocrina de la glandula ampular en C. mexicanus coincide con la etapa de
apareamientos, debido a que es en esta etapa donde tienen participacion en la
nutricion de los espermatozoides, asi como del almacenamiento espermatico (Saleh
et al., 2020; Krutzsch, 2009) debido a las diferentes sustancias que producen, entre

estas, fructosa, acido citrico y mucinas acidas unidas a proteinas (Krutzsch, 2000).

La préstata secreta diversas sustancias como zinc, acido citrico, fosfatasa
acida y gamma-glutamiltransferasa, entre otras, y en general, segrega un fluido
alcalino que protege a los espermatozoides inseminados de las secreciones
vaginales y el moco cervical, que son sustancias acidas (Mokkapati y Dominic, 1976;
Lozano, 2018). Esta glandula contribuye aproximadamente con un 25% del
eyaculado (Prins y Lindgren, 2015). En la prostata de C. mexicanus en sus dos
diferentes lobulos, ventral y dorsal, se reconocié la presencia de secrecion apocrina
(Figuras 9, 10 y 11), en otros adendmeros se ha mostrado un epitelio atipico, esto
podria ser debido al tipo de secrecion holocrina, que resulta en la muerte de la célula
secretora. Esto también podria ser la causa de que en algunos adendémeros se
presentara un epitelio indefinido, debido al desprendimiento de las células
secretoras (Figura 9). Este tipo de secrecion se presentd en todas las zonas de la
prostata Unicamente en la etapa de maximo tamafio. La secrecion holocrina se
observd por primera vez en A. planirostris (Puga et al, 2014), posteriormente se
encontré en otras especies, como es el caso de Carollia perspicilata, Glossophaga
soricina (Martins et al., 2015) y A. lituratus (Santos et al., 2018). La secrecion de la
prostata en C. mexicanus se observo en las etapas de maximo tamafio que es
cuando ocurren los apareamientos, y en la involucién, por lo que su secrecion forma
parte del plasma seminal para proteger a los espermatozoides.

10.2. Deteccioén y cuantificacion de apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada, es decir, que la célula
sigue una secuencia ordenada y controlada genéticamente (De Toro, 2006). El
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proceso se lleva a cabo de manera individual, es decir, células vecinas no resultan
dafiadas. Involucra cambios, tanto morfolégicos, como bioquimicos (Cascales,
2003; Elmore, 2007; Obeng, 2020). Este tipo de muerte ocurre en las células
durante el crecimiento y actia como un mecanismo de homeostasis que ayuda a
mantener las poblaciones celulares de los tejidos y érganos (Norbury y Hickson,
2001, Ziegler y Groscurth, 2004). En o6rganos como las glandulas sexuales
accesorias el crecimiento y funcionamiento normales esta regulado por un equilibrio
entre la proliferacion celular y la muerte (apoptosis), relacionado con el ciclo
reproductivo de la especie (Santos et al., 2018). Tal es el caso de C. mexicanus, en
donde la glandula ampular y la prostata muestran cambios en su tamafio a lo largo
de su ciclo reproductivo. Por lo que es necesario estudiar la presencia de apoptosis
en las diferentes etapas del ciclo de estas glandulas, como proceso regulador de
los cambios de tamafio en estos 6rganos que son importantes para la fertilizacion

exitosa de la especie.

En drganos como las glandulas sexuales accesorias el crecimiento y
funcionamiento normales estd regulado por un equilibrio entre las acciones
estimulatorias e inhibitorios de los factores de crecimiento, estos son mantenidos
por niveles constantes de androgenos (Quintar, 2009), estos a su vez activan a los
AR. Los principales androgenos, la testosterona y la dihidrotestosterona (DHT),
regulan la actividad transcripcional del AR. La activacion de este receptor en las
células del estroma induce la expresién de moléculas de sefializacién, tales como
el Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF) y el Factor de Crecimiento similar a
la Insulina-1 (IGF-I), que controlan la supervivencia y la morfogénesis de las células
epiteliales. Por otra parte, la inactivacion del RA en el estroma conduce a una mayor
produccion de ligandos de receptores de muerte y a una menor produccién de
factores de supervivencia, lo que induce apoptosis. A pesar de la expresion del RA
en las células epiteliales, el crecimiento y la supervivencia de estas células depende

de las células del compartimento estromal, quienes también expresan AR (Ali y
Kulik, 2021).

La testosterona se une a las células epiteliales a través de su receptor, donde se

puede convertir a DHT, lo que desencadena diferentes cascadas de reacciones,
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regulando principalmente las secreciones; mientras que, esta misma hormona
también podria actuar sobre las células estromales donde se convertir4 por la
enzima aromatasa en Estradiol (E2). Esta hormona tiene un papel dual opuesto en
la regulacion del tejido prostatico, ya que con la activacion del receptor de
estrdgenos a participa en la proliferacion; mientras que el receptor de estrégenos 13
provoca la muerte celular (apoptosis), lo que equilibra la accion proliferativa de los

andrégenos en el epitelio (Santos et al., 2018).

Ali y Kulik (2021) sefialan que, la eliminacién de andrégenos en la préstata
de ratones, activa las proteinas reguladoras de la apoptosis involucradas en el
receptor de muerte (via extrinseca) y las vias mitocondriales (via intrinseca) Sin
embargo, con la técnica de TUNEL no se puede conocer la via por la cual las células
de las glandulas sexuales accesorias mueren, debido a que esta detecta los
fragmentos de ADN como consecuencia de la activacion de las caspasas efectoras
3y 7 por ambas vias apoptéticas (Green y Llambi, 2015, Palacios et al., 2011), por
lo que, si se quisiera reconocer cual es la via por la cual se lleva a cabo la apoptosis
en estas glandulas, se requiere hacer diferentes técnicas a futuro, tales como
inmunohistoquimica o western blot, para detectar proteinas exclusivas de la via
intrinseca (BAX, BAK y caspasa 9) y la via extrinseca (caspasa 8).

10.2.1. Numero total de células
Las glandulas sexuales accesorias de varias especies de murciélagos estacionales
gue han sido estudiadas, muestran un crecimiento y disminucion en tamafio durante
su ciclo reproductivo. La testosterona, la DHT y el estradiol son hormonas esteroides
clave fundamentales que regulan estos cambios morfolégicos (Beguelini et al.,
2014). En algunas especies como A. planirostris se observaron dos picos secretores
relacionados con aumento gradual de testosterona circulante. Esta hormona facilitd
la proliferacion celular, asi como la sintesis de los productos de secrecion, lo que
ocasiond un aumento en el peso glandular. Los cambios de tamafio en las glandulas
sexuales accesorias de C. mexicanus, como se ha mencionado, muestran cambios
drasticos de tamafio a lo largo del ciclo reproductivo de esta especie, por lo que, el

aumento de tamafio en estos 6rganos es debido a la proliferacion celular.
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En el presente estudio no se utilizé un marcaje de proliferacion, sin embargo, al
realizarse un conteo del total de células en las glandulas sexuales accesorias se
aporta informacion de forma indirecta que, el aumento de tamafio se debe en parte

a proliferacion celular.

Cuando se analiz6 el numero total de células por corte histologico, para la
glandula ampular hubo un aumento de tamafio de la etapa de inactividad respecto
a la etapa de inicio de crecimiento; posteriormente este crecimiento se mantuvo en
las siguientes dos etapas, sin embargo, en la etapa de maximo tamafo e inactividad

los valores fueron similares (Figura 13A).

En los dos Iébulos prostéticos estudiados se encontré que, para el total de
células por corte histolégico, se presentd un aumento significativo en las etapas de
maximo tamafio e involucion con respecto a las etapas de inactividad e inicio de

crecimiento (Figura 13A).

Cuando se realizé la estandarizacion del conteo celular por mm? de tejido, tanto la
glandula ampular como la préstata, en sus dos l6bulos mostraron que, en las etapas
de inactividad e inicio de crecimiento aumenté la cantidad de células y
posteriormente disminuyd hacia las etapas de maximo tamafio e involucién (Figura
13B). Este resultado sugiere que, ademas de haber una proliferacion en estas
tltimas dos etapas (Figura 2A), podria presentarse una hipertrofia, lo que indica que
las células aumentan su tamafio y su nivel de secrecién, resultando en una
disminucion en el total de células por mm?. Esta hipertrofia celular se ha sugerido
ocurre en las vesiculas seminales y en las glandulas bulbouretrales del murciélago
Eidolon helvum (Abiaezute et al., 2020; 2021). Para C. mexicanus en las etapas de
inactividad e inicio de crecimiento, el aumento en el total de células por mm? se
puede deber a una hipotrofia, en donde ocurre el caso contrario, la célula disminuye
en tamarfio y secrecion, esto se refleja en un aumento en el total de células por mm?.
Algo similar a lo anterior se ha observado en la glandula de bulbouretral de
Rousettus leschenaulti, en donde se ha encontrado que, esta glandula presenta
hipotrofia de los acinos y de las células epiteliales a medida que se acerca la etapa
de inactividad (Nerkar et al, 2016).
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10.2.2. Niumero total de células con apoptosis
Las glandulas sexuales accesorias de la especie en estudio presentan cambios muy

marcados en su tamafio, en mayo estas presentan un valor minimo, que
posteriormente inicia su crecimiento a partir de agosto, presentando un ligero
incremento. Contindan su crecimiento en los meses de septiembre-octubre hasta
alcanzar un maximo tamafo los meses de noviembre-diciembre. Posteriormente,
inician la involucion en enero (Lopez-Wilchis, 1989; Rodriguez-Tobon et al., 2010).
El indice apoptético en C. mexicanus fue mayor al 84% en todas las etapas
estudiadas. Considerando la informacién mencionada se esperaba que el mayor
indice apoptotico se encontrara en la etapa de involucion, debido a que, muchas
células fueran eliminadas por este tipo de muerte celular, al ya no participar en la
produccion de sustancias de secrecidn, y a que, la glandula entraria en estado de
inactividad. Los resultados obtenidos en este estudio contrastan con los obtenidos
en A. planirostris, en donde se encontré un aumento significativo en el porcentaje
de células apoptoticas en la region ventral en primavera, con mas del 64%, mientras
qgue en las otras estaciones mostré un porcentaje menor al 1%. La liberacion de la
secrecion en la préstata de esta especie es de tipo holocrino, lo que explica el
aumento notable del porcentaje de apoptosis en primavera, cuando almacenan la
secrecion hasta su pico mayor que ocurre en verano (Puga et al., 2014). En A.
lituratus, se presentaron valores mas bajos para la presencia de apoptosis, por
debajo del 50% a lo largo del afio, lo que indica que hay secrecion durante todo el
afo, considerando que las células mueren debido al tipo de secrecién holocrino
(Santos et al., 2018). Sin embargo, ninguno muestra similitudes con lo encontrado

en este estudio.

Al comparar los datos observados en las figuras 13 y 14, se puede observar
que los valores para el total de células y el correspondiente al nUmero de células
con evidencia de apoptosis son similares, esto concuerda con indice apoptotico que
indica que el valor mas bajo para el porcentaje de células con muerte celular de
84% y el maximo de 96% considerando las cuatro etapas estudiadas.
Probablemente, valores més bajos para el indice de apoptosis a los encontrados

aqui, se hubieran registrado si se hubieran incluido otros meses diferentes a los que
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fueron considerados en el presente estudio, y que fueron meses representativos de
las diferentes etapas del ciclo de las glandulas sexuales, mayo (inactividad), agosto
(inicio de crecimiento), noviembre (maximo tamafio) y enero (involucion).
10.2.3. Tipos celulares con presencia de apoptosis

En el presente estudio se pudo observar la presencia de los tipos celulares que
presentan evidencia de muerte celular por apoptosis en las glandulas sexuales
accesorias de C. mexicanus en las etapas de maximo tamafio e involucion. En los
dos 6rganos estudiados y en las dos etapas estudias las células secretoras siempre
se encontraban presentes en mayor cantidad, seguidos de las células musculares,
células basales y fibroblastos (Figura 19). Se esperaba que, Unicamente las células
epiteliales fueran las que presentaran apoptosis. Diferentes trabajos que se han
realizado se han enfocado en analizar el efecto de la privacion de andrégenos en la
prostata (Kerr y Searle, 1973; Neville et al., 1984; Beguelini et al., 2015a; Beguelini
et al., 2015b; Puga et al. 2016), la glandula bulbouretral y la vesicula seminal (Tsuji
et al., 1998), cuyos resultados indican que el epitelio es el sitio donde ocurre la
apoptosis. Esto fue confirmado por Puga et al., (2014), quienes observaron que, el
aumento de apoptosis ocurrio tanto en las células secretoras como en las basales,

sin embargo, tiene mayor impacto en las células secretoras.

Para verificar el correcto funcionamiento de la técnica de TUNEL se utilizaron
controles positivos y negativos en cada uno de los experimentos realizados. Por otra
parte, cabe resaltar que para el presente estudio, si bien se emplearon muestras
(gldndulas sexuales accesorias) que fueron obtenidas de individuos capturados 10
afos antes, estas muestras biologicas representaron la oportunidad de estudiar un
fendmeno importante que participa en la regulacion de los cambios ocurridos en las
glandulas a lo largo del ciclo anual, sin la necesidad de extraer nuevos animales,
aspecto clave en la conservacion de la especie y resalta la importancia de las
colecciones bioldgicas.

11. CONCLUSION
En el murciélago Corynorhinus mexicanus, las glandulas ampulares y la prostata se
caracterizan por presentar dos tipos de células epiteliales, basales y secretoras;

mientras que en el estroma se observaron las células musculares lisas y
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fibroblastos. Se presentaron evidencias de apoptosis en todos los tipos celulares,

tanto en la etapa de maximo tamafio como en la de involucion.

El indice apoptético fue en general elevado, igual o superior a 84% tanto para la
glandula ampular como para la préstata en las cuatro etapas estudiadas. Por lo
tanto, la apoptosis no regula los cambios de tamafio en las glandulas ampulares y

la prostata.

El ndmero de vasos sanguineos aument6é en las etapas de maximo tamafio e
involucion; mientras que en las etapas de inactividad e inicio de crecimiento la
presencia de estos era minima, lo que permite reconocer la existencia de una
dinamica de desarrollo de la vasculatura asociada al ciclo de las glandulas sexuales

accesorias.

Se encontré un aumento en el nimero de vasos sanguineos en las etapas de
méximo tamafio e involucion; mientras que, en las etapas de inactividad e inicio de
crecimiento la presencia de estos era minima, hecho que permite reconocer la
existencia de una dinamica de desarrollo de la vasculatura asociada al ciclo de las
glandulas sexuales accesorias.

12. PERSPECTIVAS

Estudiar la proliferacion celular por inmunohistoquimica con PCNA en las etapas
estudiadas aqui complementaria el estudio de muerte celular por apoptosis.
Estudiar los AR Y ER y su variacion a lo largo del ciclo de las glandulas sexuales
accesorias seria un punto importante para relacionarlo con la muerte celular por
apoptosis.

Revisar si en las glandulas sexuales accesorias, los cambios estan regulados por
hipo e hipertrofia, ademas de estar relacionados con proliferacién y muerte.
Realizar estudios que aborden aspectos relacionados con la angiogénesis asociada
al ciclo de las glandulas sexuales accesorias, empleando marcadores especificos

de desarrollo vascular.
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13. ANEXOS
13.1. Anexo | Técnica histolégica
Se utilizaron las glandulas sexuales accesorias (glandulas ampulares y préstata)

que previamente habian sido fijadas con solucion de formalina al 4% en solucion
amortiguada de fosfatos (PBS) pH 7.4. Estas glandulas preservadas fueron

sometidas a la técnica histolégica estandar:
Se realiz6 una deshidratacion en soluciones de concentracion gradual de etanol, y

aclaramiento con xileno. Posteriormente se realizé la inclusion en parafina; las

diferentes soluciones y los tiempos empleados se indican a continuacion:

Etanol 80% 1% horas.

Etanol 96% 1 hora

Etanol 96% 1 hora

Etanol 96% 1 hora

Etanol absoluto 1 hora

Etanol absoluto 1 hora

Etanol absoluto 1 hora

Etanol-Xileno 1:1 1 hora

Xileno 1% horas

Xileno 1% horas

Paraplast Plus I-xileno | 2 horas a 60°C

(1:1)

Paraplast Plus I 4 horas a 60°C

Paraplast Plus a 60°C. Y se formaron
los bloques

Los 6rganos incluidos fueron cortados en un microtomo de rotacion LEICA modelo
1510. Se obtuvieron cortes seriados longitudinales a través del complejo de
glandulas sexuales accesorias, en el sentido supero-inferior, para contar con

secciones de los 6rganos en planos frontales de 7 um de espesor. Las secciones
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de tejido fueron montadas en un portaobjetos recubierto con poli-L lisina 0.01%

(V/V) como adherente tisular.

Después de haber obtenido los cortes, se realiz6 la tincion con Hematoxilina-Eosina,

pa

ra ello se realizaron una serie de pasos:

Desparafinacién:

1.
2
3
4
5.
6
7
8
9

10

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Xilol: 5 minutos.

. Xilol: 5 minutos.
. Xilol-Alcohol absoluto: 5 minutos.

. Alcohol absoluto: 3 minutos.

Alcohol 96°: 3 minutos.

. Alcohol 80°: 3 minutos.
. Alcohol 60°: 3 minutos.
. Agua destilada: 2 minutos.

. Hematoxilina de Harris: 5-7 minutos.

. Lavado con agua corriente.
Alcohol acido: Lavado.
Lavado con agua destilada.

Solucién de Scott: 1 a 5 minutos.

Eosina: 3 minutos.

Lavado con agua destilada. Deshidratacion.
Alcohol 96°: Lavado.

Alcohol 96°: Lavado.

Alcohol 100°: Lavado.

Alcohol 100°: Lavado.

Aclaramiento:

21
22

. Xilol-Alcohol absoluto: Lavado.

. Xilol: Lavado.

Lavado con agua destilada. Tincién con eosina.
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23. Xilol: Lavado.

24. Montaje con Entellan (Merk).

13.2. Anexo Il Técnica de TUNEL
Para el amrcaje de células en apoptosis se empled el Kit de Termo Fisher (Click-

iT™ Plus TUNEL Assay for In Situ Apoptosis Detection, Alexa Fluor™ 488 dye) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Desparafinacion:

Primeramente, se realiz6 el calentamiento de las laminillas en termoplatina, 30

minutos a 37°C. En seguida se sumergieron a las siguientes soluciones:

Tiemp
Solucion o (min)
1. Xileno 5
2. Xileno 5
3. Xileno - OH 100 |3
4. OH 100 5
5. OH 100 3
6. OH 95 3
7. OH 85 3
8. OH 75 3
9. OH 50 3
10. PBS 5

Fijacion y permeabilizacion:

Se agrego fijador: Paraformaldehido 4%.

A 37°C por 15 minutos en camara

humeda. Se realizaron dos lavados con PBS, 5 min c/u.
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Se agreg6 proteinasa K (20 pg/ml) hasta cubrir todo el tejido y se incubaron en
camara humeda por 15 min. Se realizaron dos lavados con PBS de 5 minutos c/uy
se enjuagd con agua destilada por 5 min.

Control positivo (+):

Se seleccionaron secciones de tejido para ser tratadas con DNAsa 1 (1/mL) diluida
en buffer de reaccién por 30 minutos a temperatura ambiente en cdmara humeda.
Se agreg0 buffer de reaccion por 10 minutos a 37°C en camara humeda.

Reaccion TdT para la transferencia de nucleétidos a los fragmentos de ADN
generados por apoptosis:

Se retird el buffer de reaccion y se agrego el nucleétido (EdUTP) (1u/mL) a todas
las muestras, incluyendo controles positivos y negativos. En el caso de la enzima

(TdT) (2W/mL) se omitié en el control negativo.

Se incubaron las muestras por 60 minutos a 37°C en humedad y se enjuagaron con

agua destilada.
Se lavaron con BSA + Triton por 5 min y se enjuagaron con PBS.
Reaccion Click- iT Plus parala unién del fluorocromo al nucleétido:
Se prepard una soluciéon denominada supermix (en oscuridad) consistente de:
e Buffer de Reaccion
e Protector de cobre
e Alexa Fluor Picolyl Azida (fluorocromo)
Se preparo la mezcla de reaccion TUNEL:
e Supermix
e E (buffer)

Se agrego e incubd por 30 min 37°C. Se realizaron lavados con BSA 1% y se

enjuago con PBS dos veces.

Se agreg0 Hoechst para tefiir los nucleos del nimero total de células, ya sean vivas
0 muertas, y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente. Se enjuagar con
PBS dos veces y se monto con glicerol en PBS. Finalmente se sell6 con barniz. Se

mantuvieron las muestras protegidas de la luz y se llevaron para su observacion en
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epifluorescencia del microscopio confocal laser de barrido para la deteccion de

células en apoptosis (células TUNEL+).
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 19:00 horas
del dia 27 del mes de abril del afio 2023 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Autdénoma Metropolitana, los
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Bajo Jla Presidencia del primero y con cardcter de
Secretaria la tGltima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL

DE: BEDA BENITO ALEMAN

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Autdénoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:
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DRA. EDITH ARENAS RIOS
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