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Resumen

El envejecimiento es un proceso degenerativo que culmina con la muerte y esta
asociado a patologias como la diabetes, obesidad, des6rdenes mentales y desordenes
reproductivos. Esta ultima se ve reflejada con una disminucion de la testosterona
sérica que provoca mal funcionamiento en 6rganos dependientes de testosterona
como lo es el epididimo. El epididimo es el encargado de la maduracion espermatica,
por consiguiente, cuando disminuye la testosterona, los espermatozoides mala calidad
espermatica y presencia de marcadores apoptéticos en el eyaculado. En este contexto,
la apoptosis es un tipo de muerte que se lleva de manera ordenada sin provocar
inflamacion, no obstante se desconoce el momento de aparicion cuando los
espermatozoides atraviesan el epididimo. De conocer estas alteraciones que pueden
estar asociadas al envejecimiento, se podra utilizar esta informacién para la
conservacion de animales en peligro de extincion que han envejecido. Por lo cual, el
objetivo del presente estudio fue analizar la existencia de marcadores apoptéticos en

espermatozoides epididimarios y cdmo es que se modificaban con el envejecimiento.

Se demostré que la testosterona disminuye con el envejecimiento. Sin embargo, en
las tres regiones del epididimo (caput, corpus y cauda) muestran variaciones en los
marcadores apoptoéticos en cada grupo de edad. El porcentaje de espermatozoides
vivos disminuye de caput a cauda. Sin embargo, en la regién caudal, la viabilidad de
los espermatozoides de las ratas de 12 meses es mayor con respecto a las de 3 meses
pero igual a las de 18 meses. El porcentaje de externalizacion de PS total analizado

con el citometro de flujo, disminuye en los espermatozoides de cauda de las ratas de
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18 meses. No obstante el marcaje en la region acrosomal de los espermatozoides de
la cauda de las de 18 meses aumenta. Los espermatozoides que presentan la marca
para ser fagocitados, aumentan de caput a cauda. No obstante, en la region caudal, la
marca disminuye en las ratas de 18 meses con respecto a las de 12 meses. De igual
manera las caspasas activas en los espermatozoides aumentan de caput a cauda.
Por otro lado, los espermatozoides con dafio en el DNA disminuyen hacia la cauda del

epididimo.

Todas las evidencias indican que los marcadores apoptéticos no aumentan con el
envejecimiento, sin embargo, cabe destacar que la alta cantidad de caspasas pudiera

participar en otra funcién diferente a la apoptosis.



Abstract

The epididymis, a testosterone-dependent organ responsible for sperm maturation, has
been shown to be damage as an organism is aging due to a decrease in testosterone
serum levels, leading to an impact on sperm quality. In this context, it is not clear if
sperm undergo apoptosis (a type of programmed cell death) during this process since
studies have reported presence of apoptotic markers in ejaculated sperm of aged
animals disregarding the time at which they appeared in the epididymis. Clarifying this
unknown will provide useful information for conserving endangered aged animals when
reproductive methods are applied. The aim of this research project was to determine if

exist somatic cell apoptotic markers in rat sperm from epididymis during aging.

It was demonstrated that there was a decrease of testosterone serum levels in aged
animals however, sperm coming from the caput, corpus and cauda regions of
epididymis shown variations in somatic cell apoptotic markers between each aged-
group. In general, the sperm survival rate declined from caput to cauda but the latest
region exhibited the same sperm viability in the twelve-month-old group as the
eighteen-month-old group but better than three-month-old group. Flow cytometry
analysis demonstrated that Phosphatidylserine (PS) externalization decreased on the
plasma membrane of sperm cells from cauda in the eighteen-month-old group. In
addition, frequency of cells showing PS externalization on the membrane of acrosomal

region was found to be higher in the last group.



Spermatozoa containing external PS to be eliminated by phagocytosis enhance their
numbers from caput to cauda. Importantly, marked spermatozoa from cauda
epididymis for destruction are reduced in the eighteen-month-old group compare with
those of twelve-month-old group. Related to active caspases, they demonstrated to be
enhanced in sperm along the epididymis. On the other hand, level of sperm nuclear

DNA damage shown a decrease as sperm go localized to the cauda epididymis.

Taking together, evidence suggest that apoptotic markers are not increased during
aging however, high level of caspase-activity detected could be involved in different

activities other than apoptosis.

Xi



indice

1. INtroduCCiON = - - - - = - - - oo e oo 1
1.1 Especies en peligro de extincion y conservacion - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
1.2 Envejecimiento y sus complicaciones reproductivas- - - - - - - - - ------ 2
1.3 Elespermatozoide - - - - - - - - - - - - - - oo 3
14ElepididimO--------------- oo 5
1.5 Participacion del epididimo en la maduracion esperméatica - - - - - - - - - - 7
1.6 APOPIOSIS = - = - = - == - - - e - e e oo 8

2. Antecedentes - - - - - - - - - - - - oo 11

2.1 Alteraciones asociadas con la disminucion de la testosterona durante el

ENVEJECIMIENTO - = = = = = = = = = = = o o e e e e 11
2.2 El epididimo en el envejecimiento - - - - - - - - - - - - - - oo oo oo oo oo 12
2.3 Alteraciones espermaticas debido al envejecimiento - - - - - - - - - ------ 13

3. JustificaciOn - - === ---ccmm e e e aa - 13

4. Preguntade investigacion - - - - = - = = - = o m oo m e mm oo 14

5. HipOtesis - - - --------moe o 14

6. Objetivogeneral - - - - - - === - - o oo i oo 14

7. Objetivos particulares = -----------ccmmmmm oo 15

8. Material y métodoS - - - - - === - - oo 15
8.1 Animales y grupos de estudio - - - == -----------------oo------- 15
8.2 Obtencidon de suero sanguingo - = = - = === = = == = = o oo e o e 16
8.3 Determinacion de testosterona - - - - - - --------c-ccooooooo. 16

xii



8.4 Obtencion de espermatozoides - - - - --------------------~------ 17

8.5 Evaluacion de la viabilidad espermatica - - - - - - - - ---------------- 17
8.6 Tincibn con AnexinaV - - - - - - - - - - - - - e e e 17
8.7 Deteccibndecaspasas 3y 7 ------------------------------- 18
8.9 Prueba de naranja de acridina - - ---------------------------- 19

8.10 Deteccidon del potencial transmembranal de la membrana interna

mitocondrial - - == - ---c-ccccn et e e 20
9. Pruebas estadisticas - ------------------“-"--““-------- - 20
10. Resultados y discusion - - ----------------------------- - 20
11. ConclusiON - == - - = mccmcm e e e e e e e e e 38
12. Perspectivas - - -------cccmcmcmcmc e et e e e e e 38
13. Bibliografia - == --=-=cc-cmmmcmmcm e e 39

xiii



1. Introduccidn

El envejecimiento es un proceso asociado a enfermedades crénico degenerativas. Una
de ellas es la alteracion en la funcion reproductiva a través de la modificacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada. ElI  principal indicativo encontrado de esta
disfuncionalidad es la disminucion de la testosterona, que no solo afecta al testiculo y
por lo tanto la calidad espermatica; sino también, por su dependencia con los
androgenos, también afecta al epididimo; 6rgano encargado de conferirle a los
espermatozoides su capacidad fertilizante. Por tal motivo, el estudio de las alteraciones
de los espermatozoides durante su transito por el epididimo resulta un tema central en
el estudio del envejecimiento ya que, muchos animales que se catalogan en peligro de

extincion que se encuentran en reservas o0 zooldgicos estan en estado geriatrico.

1.1 Especies en peligro de extincién y conservacion

Actualmente la lista de animales en peligro de extinciébn ha ido en aumento. En
particular para el caso de las especies terrestres y voladores de nuestro pais, se
proyecta que en el afio 2050, se reduzcan a cerca de la mitad (Conde, 2007). En este
contexto, los zooldgicos cumplen una importante labor al resguardar algunos de estos
especimenes para reproducirlos aplicando, en muchas ocasiones, técnicas de
reproduccion asistida; como por ejemplo, el uso de espermatozoides provenientes de
epididimo, con el fin de continuar con su linaje. Sin embargo, cuyo estos ejemplares
envejecen, la posibilidad de conservar las especies se vuelve mas complicada. En el

caso de la CDMX, la secretaria de medio ambiente informo que de los dos mil



doscientos cuarenta y tres animales que hay en los tres zoologicos de la capital, 127
animales estan en estado geriatrico, lo que representa 5.6% de la poblacion total de
ejemplares (Dominguez, 2016). Por lo que estudiar la fisiologia reproductiva durante

el envejecimiento se vuelve relevante.

1.2 Envejecimiento y sus complicaciones reproductivas.

El envejecimiento es un proceso degenerativo de las funciones fisiolégicas que
culmina en la muerte. Este deterioro es el principal factor de riesgo para diversas
patologias. En animales en cautiverio las mas comunes son el deterioro esquelético,
la pérdida muscular, la obesidad, el deterioro mental y los des6rdenes reproductivos
(Cran y Jones, 1980; Kitchener y McDonald, 2004; Lopez-Otin, Blasco, Partridge,
Serrano, y Kroemer, 2013; Zitzmann, 2013). El mayor desorden reproductivo en los
machos durante el envejecimiento es la disminucién de la testosterona, que es

producto de alteraciones en el eje hipotalamo-hipofisis-gonada.

Los bajos niveles de testosterona observados en los machos envejecidos pueden ser
causados por disfuncion testicular primaria asociada a una disminucion de la
intensidad y la amplitud de los pulsos de la hormona GnRH, que a su vez provoca una
disminucién de la produccion de las hormonas LH y FSH, provocyo que no lleguen en
concentraciones adecuadas al testiculo. Lo anterior repercute en que las células de
Sertoli y de Leydig no lleven de manera adecuada la espermatogénesis. Durante el
envejecimiento también se ha observado una disminucion en el nimero de células de

Leydig, lo cual contribuye a que la testosterona siga disminuyendo (Taylor et al., 1996,



Wang et al., 1999, Hermann et al., 2000, Vermeulen, 2000, Rajfer, 2003, Stanworth y
Jones, 2008, Nelson et al., 2011). Estas alteraciones provocan cambios morfolégicos
en los organos reproductivos dependientes de testosterona como lo es el epididimo
(Robaire, 2002, Zitzmann, 2013), y que a su vez se ve reflejado en la calidad
espermatica (Syntin y Robaire, 2001, Singh et al., 2003, Robaire y Hinton, 2012, Lucio

et al., 2013)

1.3 El espermatozoide

El gameto masculino o espermatozoide es el producto final del proceso de la
espermatogénesis, que se desarrolla a través de sucesivas fases mitdticas, meiodticas
y postmeioticas dentro de los tubulos seminiferos del testiculo. Sin ésta célula, el
ovocito por si solo no podria formar el cigoto que daria lugar a un nuevo individuo. Los
dos componentes principales del espermatozoide son la cabezay el flagelo. La cabeza
contiene el ndcleo, el acrosoma, las estructuras del citoesqueleto y una pequefia
cantidad de citoplasma. El nucleo contiene cromatina altamente compactada y se
encuentra bajo el acrosoma, el cual contiene enzimas hidroliticas. El flagelo, que esta
dividido en pieza media, pieza principal y pieza final, esta constituido por un complejo
central de microtubulos que conforman el axonema, que le ayuda a la movilidad (figura
1) (Eddy, 2006). En la pieza media se encuentra la vaina mitocondrial, los
espermatozoides de mamiferos contienen alrededor de 22 a 75 mitocondrias ubicadas
de manera helicoidal alrededor del axonema, se ha visto que las mitocondrias tienen
una funcién principal en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO), que

son necesarias para la maduracion y capacitacion (es el conjunto de cambios



fisiolégicos y bioquimicos que necesita el espermatozoide para preparar al
espermatozoide para que realice la reaccién acrosomal y finalmente fertilizar al

ovocito) (Eddy, 2006, Ramalho-Santos et al., 2009, Amaral et al., 2013).
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Figura 1. Representacion esquematica de un corte transversal de un espermatozoide mostrando sus componentes.

Modificado de: (Gadella et al., 2008).

Una vez que el espermatozoide ha sido formado en los tubulos seminiferos, es liberado
de las células de Sertoli a través de un proceso llamado espermiacion (Eddy, 2006).
Sin embargo, a pesar de que esta célula haya terminado su diferenciacion morfolégica
aun no es capaz de fertilizar al ovocito. La adquisicion de la capacidad fertilizante
dependera de cambios que presente durante su paso por el epididimo, entre los que

se encuentran: migracion de la gota citoplasmica a lo largo del flagelo, remodelacion



acrosomal, compactacion de la cromatina y cambios en la membrana plasmatica, entre
otras; éstas modificaciones, son conocidas como maduracion espermatica

epididimaria (Robaire et al., 2006)

1.4 Epididimo

El epididimo es un 6rgano formado por un tubulo altamente enrollado que une a los
conductos eferentes con el deferente, y es el encargado de conferirle a los
espermatozoides, que han salido del testiculo, la capacidad para fertilizar el ovocito
(Robaire et al., 2006, Aitken et al., 2007, Sullivan y Mieusset, 2016). En adicion, el
epididimo juega un papel importante en el transporte, el aumento de la concentracion
espermética, proteccion y almacenamiento de los espermatozoides (Robaire et al.,
2006). El epididimo puede dividirse en 19 regiones, que se pueden agrupar en tres
principales caput, corpus y cauda (Figura 2). Estas subdivisiones estan basadas en la
distribucion de sus tipos celulares. El tipo celular mayormente encontrado en el
epididimo, son las células principales que se encuentran a lo largo de todo el
epididimo; seguido por las células estrechas, que solo se encuentran en el segmento
inicial; mientras que las células claras aparecen en las regiones de caput, corpus y
cauda del epididimo. Las células basales y halo se distribuyen a lo largo de todo el
epididimo (Robaire y Hinton, 2012). Sin embargo cada célula cumple una funcién
particular. Las células principales se encargan de endocitar células del lamen y formar
epididimosomas (pequefias vesiculas formadas a partir de ampollas en la membrana
plasmatica de las células epididimarias) que contienen proteinas y acidos grasos que

ayudan a la maduracion (Sullivan et al., 2005, Robaire et al., 2006), ademas posee



receptores para andrégenos (AR), una proteina importante en la via de sefalizacion
rio abajo, para la sintesis de proteinas para la maduracion (Singh, 2015). Las células
apicales de igual manera endocitan sustancias del lumen y contribuyen a la
acidificacion del medio luminal, al igual que las células estrechas y las células claras.
Las células claras ademas, tienen un rol endocitico y absorben la gota citoplasmica de
los espermatozoides. Se desconoce la funcion principal de las células basales pero se
ha visto que tiene un papel en el procesamiento de antigenos, asi como el transporte
de agua e iones a las células principales, ademas de tener capacidad antioxidante.
Las células halo son la barrera inmunolégica del tabulo epididimario (Robaire et al.,

2006).

>Caput

>Corpus

>Cauda

Figura 2. Esquema representativo de la regionalizacion del epididimo de rata. Modificado de (Sullivan y Mieusset,

2016)



1.5 Participacion del epididimo en la maduracion espermatica

Como ya se menciond previamente, ademas del transporte, la proteccion, el
almacenamiento y la adquisicion de la movilidad, el epididimo es el encargado de
conferirle al espermatozoide la capacidad para fertilizar al ovocito, esto lo lleva a cabo
a través de la creacion de un microambiente luminal, en donde el objetivo es mantener
a los espermatozoides vivos durante su transito y que obtengan su potencial
fertilizante. Para llevar a cabo esta tarea el fluido epididimario tiene concentraciones
de sodio, cloro, calcio y magnesio que disminuyen desde el caput hasta la cauda del
epididimo, mientras que el fosforo y el potasio aumentan (Aitken et al., 2007, Dacheux
y Dacheux, 2014). Este microambiente le permite mantener a los espermatozoides
Vivos en un estado de reposo a medida que maduran. Asi mismo, la concentracion de
solutos organicos como el glutamato, la taurina, el acido sialico, entre otros, aumenta
a medida que los espermatozoides se acercan a la cauda, teniendo 100 a 150 mM en
el caput y mas de 200 mM en la cauda. Aunque no es claro el papel que tienen estos
solutos, se conoce que pueden servir de proteccion para el espermatozoide, aunado
a que pueden ayudar al almacenamiento de los espermatozoides en la region caudal
(Robaire et al., 2006). Asimismo, los espermatozoides estdn expuestos a
concentraciones variables de proteinas. A medida que se mueven a lo largo del
epididimo, la composicién proteica del liquido epididimal luminal alcanza 25 a 30 ug/
UL en la region de la cauda, debido que el epididimo absorbe gran cantidad de agua
gue acompafa a los espermatozoides de los tubulos seminiferos (lugar donde se

forman los espermatozoides) (Robaire et al., 2006, Dacheux y Dacheux, 2014). Otra



labor importante que cumple el epididimo es aportarle proteinas al espermatozoide a
través de exosomas, que pueden transferirle proteinas como la glutation peroxidasa 5

(Gpx-5) que le ayuda a la proteccion contra las ERO (Sullivan et al., 2005).

No obstante, cabe destacar que cuyo estos mecanismos fallan, los espermatozoides
pierden su capacidad fertilizante y mueren. Aunque en espermatozoides no estan bien
definidos los procesos por los que mueren, en células somaticas se conoce mas de

este proceso.

1.6 Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular que se lleva a cabo de manera ordenada
evitando procesos inflamatorios (Elmore, 2007). Este tipo de muerte celular, puede ser
activada en respuesta a varios tipos de estrés celular, dafio al DNA, privacion de
factores de crecimiento, estrés de reticulo endoplasmico y sefales del medio
ambiente, entre otras. También puede activarse por otros factores como: la radiacion,
toxinas, hipoxia, hipertermia y radicales libres (Green y Llambi, 2015). En las células
somaticas, durante la apoptosis, ocurren eventos como la fragmentacion nuclear, la
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y del potencial de membrana
mitocondrial (Awm), la exposicion de residuos de fosfatidilserina (PS), la activacion de
caspasas (proteasas especificas de cisteinil-aspartato), la descomposicion de la célula
en fragmentos discretos (que se refiere comunmente como “cuerpos apoptéticos”) y
su posterior inmersion por fagocitos (Elmore, 2007, Galluzzi et al., 2015, Green y

Llambi, 2015, Lopez-Trinidad et al., 2016).



Dependiendo de la via de sefalizacion que se ejecute, la apoptosis se puede clasificar

en dos:

La extrinseca, que se lleva a cabo por medio de receptores de membrana como
son los de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), que poseen dominios
intracelulares de muerte (DD, por sus siglas en inglés). Este receptor tiene la
capacidad de unirse a ligandos como Fas L, que provoca la oligomerizacion del
receptor, favoreciendo la union de FADD (proteina asociada al DD-Fas), que
actla sobre la caspasa iniciadora 8 activando a su vez a las caspasas efectoras
como lo son la 3 o la 7 (figura 3, A) (Schultz y Harrington, 2003, Elmore, 2007,
Green y Llambi, 2015, Lopez-Trinidad et al., 2016).

La apoptosis intrinseca se ejecuta por medio de la mitocondria o bien del
reticulo endoplasmico. Cambios como estrés de reticulo, dafio al DNA, aumento
en las ERO, etc., pueden causar que se formen poros en la membrana de la
mitocondria interna que resulta en una apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial, perdida del potencial de membrana mitocondrial y
la liberacién al citosol de dos grupos principales de proteinas pro-apoptoticas.
La mas importante es el citocromo c, que al salir de la mitocondria se une a
APAF1 (factor apoptoético 1), el cual, junto con caspasa 9 forman el apoptosoma,
gue activa a caspasas efectoras como 3 o 7 (figura 3, B) (Schultz y Harrington,

2003, Elmore, 2007, Green y Llambi, 2015, Lépez-Trinidad et al., 2016).
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En general la apoptosis se puede identificar en células somaticas a través de
marcadores como la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, la exposicién de
PS, la fragmentacion del DNA en tamafios ascendentes (cuyo se corre en un gel en
electroforesis), la formacion de cuerpos apoptéticos y la activacion de caspasas
efectoras. Sin embargo, debido a que los espermatozoides son células altamente
diferenciadas y no pueden llevar a cabo procesos como la transcripcion genética, no
es posible reconocer un verdadero proceso apoptético, no obstante se han logrado
reconocer algunos marcadores, como la fragmentacion de DNA (Singh et al., 2003,
Aitken y Koppers, 2011, Aitken y Baker, 2013), la externalizacion de PS (Weng et al.,
2002, Aitken y Baker, 2013), la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
(Grunewald et al., 2009a) y la activacion de caspasas (Weng et al., 2002, Paasch et
al., 2003, Paasch et al., 2004, Grunewald et al., 2009b, Zalata et al., 2011, Aitken y
Baker, 2013, Zitzmann, 2013). Aunque estos marcadores se han encontrado en
espermatozoides eyaculados de organismos envejecidos se desconoce si estos
marcadores se activan cuyo estan siendo transportados y madurados a través del

epididimo.

2. Antecedentes

2.1 Alteraciones asociadas con la disminucibn de la testosterona durante el

envejecimiento

Se ha reportado que la testosterona disminuye durante el envejecimiento, y asociado

a esto se han encontrado alteraciones en el testiculo como aumento del grosor de la
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membrana basal de los tubulos seminiferos, en paralelo con la reduccion del area del
epitelio seminifero, de la vascularizacion del testiculo, asi como del nimero de células

de Sertoli y Leydig (Zitzmann, 2013).

2.2 El epididimo en el envejecimiento

En cuanto al epididimo, se han reportado la formacion de cuerpos densos irregulares
(lipofuscinas) en las células principales y en las basales, asociados al aumento de la
edad. Asi como vacuolas que contienen material homogéneo y cambios degenerativos
en las mitocondrias y el reticulo endoplasmico. En las células basales se presentan
figuras de mielina y matrices irregulares de membrana (Cran y Jones, 1980). También
se han observado en la cauda del epididimo una disminucién del diametro luminal,
mientras que la altura del epitelio de la region del corpus disminuye y el espesor de la
membrana basal aumenta (Hermann et al., 2000). Durante el envejecimiento la
proporcion de las células claras incrementa hacia la cauda del epididimo, mientras que
las células principales y las basales disminuyen en todas las regiones y las células
estrechas disminuyen hacia el caput del epididimo. Estas disminuciones estan
acompafiadas por un aumento del nimero de células halo en cada regién. Dichas
alteraciones, en adicion con las alteraciones testiculares (Cran y Jones, 1980,

Hermann et al., 2000) provocan modificaciones en los parametros espermaticos.
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2.3 Alteraciones espermaticas debido al envejecimiento

Se ha encontrado disminucion de la concentracion y movilidad espermatica, en el
eyaculado y espermatozoides provenientes de cauda del epididimo (Robaire y Hinton,
2012, Lucio et al., 2013). Asi como la presencia de anormalidades mitocondriales de
espermatozoides epididimarios (Syntin y Robaire, 2001), deterioro de la morfologia
espermatica (Zitzmann, 2013) y aumento del dafio en el DNA (Singh et al., 2003).
Ademas en espermatozoides eyaculados se han observado algunos de los
marcadores apoptoticos mencionados previamente como dafio en el DNA (Singh et
al., 2003, Aitken y Koppers, 2011, Aitken y Baker, 2013), externalizacién de PS (Weng
et al., 2002, Aitken y Baker, 2013), pérdida del potencial de membrana mitocondrial
(Grunewald et al., 2009a) y activacion de caspasas (Weng et al., 2002, Paasch et al.,
2004, Grunewald et al., 2009a, Zalata et al., 2011, Aitken y Baker, 2013). No obstante,
si el inicio de la apoptosis se desencadena en lo espermatozoides durante su transito
por el epididimo y mueren, estos no podran fertilizar al ovocito. Sin embargo, no se ha
estudiado la presencia de dichos marcadores en espermatozoides epididimarios y si

estos aumentan con el envejecimiento.

3. Justificacién

Debido al cambio climatico las especies han comenzado a extinguirse, por lo que
resulta transcendental conservar el linaje de las especies que se encuentran en peligro
de extincion. Sin embargo es inevitable que estos animales envejezcan por lo que es

imprescindible conocer los mecanismos que afectan a los espermatozoides durante
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esta condicién, ya que se han visto alteraciones tanto en el epididimo asi como en los
espermatozoides que transitan por este drgano. No obstante, es poca la informacion
gue se tiene acerca de este tema. Por lo que conocer estos cambios ayudaria a
dilucidar una parte de los procesos que sufren los espermatozoides epididimarios
durante el envejecimiento, que aporte conocimiento para futuras lineas de

conservacion de espermatozoides epididimarios.

4. Pregunta de investigacion

¢El envejecimiento causara aumento de los marcadores apoptéticos en

espermatozoides epididimarios de ratas?

5. Hipotesis

Dado que durante el envejecimiento se disminuye la concentracion de testosterona, y
ésta es importante para la fisiologia del epididimo, se espera encontrar un aumento de
marcadores apoptoticos en espermatozoides epididimarios obtenidos de las diferentes

regiones epididimarias.

6. Objetivo general

Determinar si la existencia de marcadores apoptéticos en espermatozoides

provenientes del epididimo de ratas estan relacionados con el envejecimiento
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7. Objetivo particulares

e Determinar la concentracion de testosterona sérica en ratas de 3, 12 y 18
meses, como probable causa de alteraciones espermaticas

¢ Analizar si existe diferencia en el porcentaje de espermatozoides vivos en ratas
envejecidas en caput, corpus y cauda de epididimo, para conocer si los
espermatozoides van muriendo durante su transito.

e Conocer la cantidad de espermatozoides epididimarios que presenta
externalizacién de PS, en ratas envejecidas.

e Determinar el porcentaje de espermatozoides epididimarios que presenta
caspasa 3y 7 activa, que esté relacionada con el envejecimiento.

e Dilucidar si hay una relacion de un aumento en el dafio en el DNA en
espermatozoides epididimarios con relacion al envejecimiento.

e Determinar si hay una relacion de la pérdida de la funcion mitocondrial en

espermatozoides de ratas envejecidas.

8. Material y Métodos

8.1 Animales y grupos de estudio

Para determinar los parametros apoptéticos se crearon 3 grupos de ratas Wistar:
jovenes (3 meses, n=10); adultas (12 meses, n=7) y envejecidas (18 meses, n=6).

Todos los grupos de ratas fueron proporcionadas y mantenidas en el bioterio de la
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Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa (UAM-I). Los animales se
mantuvieron en condiciones estandar (temperatura ambiente, con un ciclo de luz
obscuridad normal y con libre acceso de comida y agua). El manejo de los animales
se realiz6 bajo la norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 para la produccion,

cuidado y uso de animales de laboratorio.

8.2 Obtencion de suero sanguineo

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico para proceder con la
decapitacion. La sangre fue colectada en tubos BD Vacutainer para suero con gel
separador y centrifugada a 1500g por 15 minutos. La muestra de suero fue

almacenada a -20 °C hasta su analisis.

8.3 Determinacion de testosterona

La concentracion de testosterona fue determinada por radioinmunoensayo (RIA),
usando los kits comerciales TKTT-1 para T (Diagnostic Product Corporation, CA,
Estados Unidos). La hormona unida a '2°1 compite por los sitios de unién al anticuerpo
(anti-testosterona), posterior a una incubacion las muestras fueron leidas con un
contador gamma (Cobra, Packard, Estados Unidos) donde la cantidad de cuentas
leidas estan inversamente relacionadas con la cantidad de hormona presente en la

muestra (Martinez-Mota et al., 2008, Vigueras-Villasenor et al., 2011).
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8.4 Obtencion de espermatozoides

Una vez decapitada la rata se disectd y regionalizaron los epididimos en caput, corpus
y cauda. Una vez obtenido el tejido se colocO en una caja Petri para posteriormente
picarlo en 500 ul de solucién Ringer (NaCl 95 mM; KCI 5 mM; CaClz 1.7 mM; KH2POa4
1.1 mM) vy filtrarlo utilizando una malla de lycra (98% Nylon/Poliamida, 2%
lycra/Elastano), con un diametro de trama de 20 um, para separar los espermatozoides

del tejido epididimario (Leon-Galvan et al., 1999).

8.5 Evaluacion de la viabilidad espermatica

Para poder evaluar el porcentaje de viabilidad espermatica se preparo la solucién de
eosina-nigrosina, disolviendo 0.67 g de eosina Y 10 g de nigrosina en 100 ml de una
solucion de cloruro de sodio al 9%, posteriormente se realizd un frotis usando 10 ul de
espermatozoides y 10 pl del colorante, a continuacién se observaron 100 células al
microscopio de campo claro a 40X, diferenciando entre espermatozoides muertos en
color rosado y espermatozoides vivos sin coloracién (WHO, 2010). Como control de la
prueba se tomaron 10 pl de la muestra y se sometieron a 70 °C, posteriormente se

realizo el frotis con el colorante y finalmente darle lectura.

8.6 Tincion con Anexina V

Para detectar fosfatidilserina una muestra de 5X10° espermatozoides fueron
incubados por 5 min a 38°C con Anexina V-FL (1 ug/ml), esta suspension se mantuvo

bajo una atmosfera humeda en equilibrio con 5% de CO:2 a 37°C. Posteriormente se
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fij6 usando paraformaldehido al 8% en una proporcion 1:1y se clasificaron los patrones
con el marcaje de anexina (figura 6, seccion de resultados y discusion) usando el
microscopio de fluorescencia, contando 100 células. Asi mismo se uso el citbmetro de
flujo FACScalibur equipado con un laser de Argén excitando a 488nm con un filtro FL-
1 para detectar la fluorescencia de Anexina V-FL (de Vries, Wiedmer, Sims, y Gadella,
2003). Para montar el control positivo y corroborar que la prueba se estaba haciendo
de manera adecuada, se incubaron espermatozoides de cerdo durante 6 horas a 37°C
en una atmosfera humeda con 5% de CO2 en un medio capacitante rico en -HCO3.
Esta demostrado que este proceso favorece la externalizacion de fosfatidilserina
(Aitken R. J, Baker, y Nixon, 2015; de Vries et al., 2003). En el citometro de flujo se
detectaron 10 mil células y solo se tom6 en cuenta aquellas que presentaron
fluorescencia. Usando el microscopio de fluorescencia se observaron 100
espermatozoides identificando en cada uno el patron que presentaban, marcaje en el

acrosoma, en la pieza media y aquellos que presentaran ambas (figura 5).

8.7 Deteccién de caspasas 3y 7

La actividad de la caspasa 3 y 7 activas se marcaron con el reactivo de nombre
comercial FLICA, un inhibidor de caspasas unido a un florocromo; y se procedi6 de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. FLICA 150X stock fue diluida con
dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracion final de 37.5X. Una alicuota de 14.5 pl
de semen se incubd con 0.5 yl del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por
45 min. Para demostrar la especificidad de FLICA se realiz6 un control usando

dexametasona a una concentracion final de 1 uM durante 20 min, después la alicuota
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fue procesada para detectar caspasas activas. Se evalud la presencia de caspasas
activas evaluando 100 células usando el microscopio de fluorescencia y 10 mil eventos

en el citbmetro de flujo.

8.9 Prueba de naranja de acridina

Para determinar la ruptura de cadenas de DNA se tomoé una alicuota de 200 ul de esta
suspension, se mezclé con 400 pl de una solucidn detergente/acido que contenia
Tritbn X100 0.1% v/v en HCL (0.08 M) y NaCl (0.15 M). Después de 30 seg, se le
adicionaron 1.2 ml de solucion que contenia naranja de acridina (6 ug/ml) en NaCl
(0.15 M), EDTA (1 mM), Na2HPO4 (0.2 M) y &cido citrico (0.1 M) (pH 6). Las células
bajo estas condiciones se incubaron por 30 min a temperatura ambiente. En el
citometro de flujo se evaluaron 10 mil, la fluorescencia se detecto por el filtro FL1 (Filtro
paso de banda de 530/30nm: fluorescencia verde debido a que la naranja de acridina
une al DNA intacto) y fue comparada con aquella detectada por el detector FL-3 (Filtro
paso banda 620 nm: fluorescencia roja debido a que la naranja de acridina se une a
DNA de cadena sencilla) (Gadella y Harrison, 2002). Para la evaluacion microscopica
se realiz6 un frotis para posteriormente fijarlo por 12 horas en solucién Carnoy’s (3:1
metanol, acido acético). Posteriormente las laminillas fueron sumergidas en la solucion
de naranja de acridina para proceder con el conteo. Fueron sometidas a evaluacion
100 células con el microscopio de fluorescencia, aguellas que presentaran tincion roja
en el ndcleo se consideraban con dafio en el DNA. Como control positivo se uso

100mM H20:2 por una hora a 37 °C para detectar ruptura de cadenas de DNA.
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8.10 Deteccidn del potencial transmembranal de la membrana interna mitocondrial

Espermatozoides (aproximadamente 5X10° células/ml) se tifieron por 18 min a 38°C
con Mitotracker Green (2.5nM) en una atmdésfera himeda en equilibrio con 5% de COx.
Todas las muestras se analizaron por citometria de flujo. Después de descartar células
no espermaticas y agregados se analizara la muestra bajo un filtro FL1 para la
florescencia verde (Gadella y Harrison, 2002). Como control positivo se midio la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial inducida con CCCP a 5mM disuelto
en DMSO (un desacoplante del potencial de membrana mitocondrial), incubando
durante 40 min bajo las mismas condiciones. De igual manera se detectaron 10 mil

células con el citometro de flujo.

9. Pruebas estadisticas

Para el andlisis de datos se compararon los resultados obtenidos de cada regién,
caput, corpus y cauda en cada una de las edades. También se compararon los
resultados de 3, 12 y 18 meses en cada region del epididimo. Las comparaciones se
realizaron mediante la prueba de Tukey en caso de que aprobaran la prueba de
normalidad, en caso contrario, se compararon mediante kruskal-Wallis, considerando

para ello una p<0.05.

10. Resultados y discusién

Durante el envejecimiento, en los mamiferos, el macho presenta cambios

reproductivos, como la pérdida de la libido y la disfuncién eréctil, principalmente

20



causado por la diminucion de testosterona (Vermeulen, 2000); misma que es causada
por diversos factores, entre los que se encuentran: la disminucion de las hormonas
FSH y LH, disfuncion de las células de Leydig y células de Sertoli (Taylor et al., 1996,
Hermann et al., 2000); que en conjunto provocan disfuncion testicular (Zitzmann,
2013). No obstante, la disminucion de la testosterona, no solo afecta al testiculo,
también se ha reportado que el epididimo depende de la testosterona para su buen
funcionamiento, y se han encontrado alteraciones morfolégicas debido al
envejecimiento, como aumento del grosor de la membrana basal y formacién de
lipofuscinas en algunos tipos celulares del epididimo como, aumento de la proporcion
de células halo y diminucién de células principales y basales (Cran y Jones, 1980).
Estos cambios, se ven reflejados en una baja concentracidbn espermatica, baja
movilidad y anormalidades en la pieza media de los espermatozoides, tanto de
espermatozoides obtenidos del epididimo, como espermatozoides eyaculados
(Robaire y Hinton, 2012, Lucio et al., 2013). En el presente estudio, se observo que, la
rata Wistar de 18 meses presenta una diminucion de la testosterona, con respecto a
las ratas de 3 meses de edad, 0.57+0.05 ng/ml y 0.86+0.05 ng/ml, respectivamente
(Grafica 1); lo que significa una disminucién de 34.8%. Cabe sefalar que, la
concentracion mas alta de testosterona (1.97+0.02 ng/ml) fue la observada en las ratas

de 12 meses.
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Grafica 1. Concentracion sérica de testosterona expresada en ng/ml de ratas de 3 meses (barra blanca, n=10); 12
meses (barra gris, n=7) y 18 meses (barra negra, n=6). Letras diferentes representan diferencias estadisticas entre

edades (Tukey, p<0.05)

Se ha reportado con anterioridad que la concentracion de testosterona dentro de los
primeros tres meses de edad es de alrededor de 1.023 ng/ml (RdSte et al., 2003)
seguido de un aumento gradual que llega a 2 ng/ml, concentracion que se considera
de un adulto (Zanato et al., 1994). Sin embargo durante el envejecimiento hay una
disminucién de hasta 0.7 ng/ml aproximadamente en rata Brown Norway (Wang et al.,

1999). Datos que corresponden con nuestros resultados.

Esta disminucién en la concentracion de testosterona, se debe a alteraciones en el eje
hipotalamo hipofisis testiculo (Taylor et al., 1996), que a su vez, esta relacionada con
disminucion en el ndmero y funcionalidad de las células de Leydig y Sertoli
(Vermeulen, 2000), disminucion del pulso y la frecuencia de la hormona LH

(Vermeulen, 2000, Stanworth y Jones, 2008), disminucion de la hormona GnRH
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(Vermeulen, 2000) y aumento de la globulina unidora de hormonas sexuales (SHBG,
por sus siglas en inglés) (Stanworth y Jones, 2008). Aunado a lo anterior, hay que
considerar que, con el avance de la edad, el nimero de receptores de androgenos
disminuye en cerebro (Stanworth y Jones, 2008), lo que pudiera provocar que las vias
de sefializacidn para la sintesis de proteinas necesarias para la maduracion y

mantenimiento de los espermatozoides, no se lleven a cabo de manera adecuada.

Figura 4. Micrografias de espermatozoides tefiidos con Eosina-Nigrosina, en el que se representa una
célula muerta (A), y células vivas (B) 400X.

Una vez que los espermatozoides abandonan el testiculo, pasan por la rete testis,
después a los conductos eferentes y posteriormente al epididimo. En este érgano los
espermatozoides permanecen en cada region por ciertos periodos, en caput de 2 a 3
dias, al igual que en corpus y en la regién caudal, lugar de almacenamiento, estos
permanecen alrededor de 6 dias; sin embargo, cuyo el tiempo de almacenamiento en
la cauda es mayor 6 dias, hay una pérdida del potencial fertilizante (Robaire et al.,
2006). Posteriormente, estos espermatozoides deben ser removidos de la luz del

tubulo epididimario y son absorbidos por las células principales del epididimo (Ramos-
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Ibeas et al., 2013). Por lo anterior, es importante tomar en cuenta que, los machos, en
el presente estudio, no fueron eyaculados, y por lo tanto los espermatozoides quedan
almacenados por periodos prolongados en el epididimo, lo que eventualmente
provocaria la pérdida de la funcionalidad y la muerte. Esta es una probable explicacion
de lo que vemos en la grafica 2. Donde el porcentaje de espermatozoides vivos (Figura
4) en cada una de las regiones del epididimo, en todas las edades, 3, 12 y 18 meses
se ve disminuido, especialmente, en los espermatozoides que pasan de caput a
corpus, pero mantienen esa baja viabilidad al llegar a la cauda del epididimo. En cauda,
las ratas de 12 meses tienen mayor cantidad de espermatozoides vivos (63.6+7.5%)
que las de 3 meses (50+4.3%), mientras que las ratas de 18 meses presentan
531+9.6%, que al comparandolo con las ratas de 12 y 3 meses (50% y 63.6%

respectivamente), no presenta diferencias significativas (p>0.05) (Grafica 2).
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Grafica 2. Porcentaje de espermatozoides vivos de las tres regiones del epididimo (caput, corpus y cauda) de ratas

de 3 meses (barra blanca, n=10), 12 meses (barra gris, n=7) y 18 meses (barra negra, n=6), asi como los controles
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negativos (espermatozoides muertos que previamente fueron sometidos a altas temperaturas, barra con trama).
Letras diferentes representan diferencias estadisticas entre grupos de edad. Barra con asterisco representa

diferencias entre regiones del epididimo (Tukey, p<0.05)

Los sistemas bioldgicos han desarrollado formas de eliminar células que tienen algun
dafio irreparable y que no son funcionales. Una manera de retirar las células muertas
es a traves fagocitos profesionales, como las células dendriticas o por los fagocitos no
profesionales como las células epiteliales del epididimo (Knobil y Neill, 2006, Ramos-
Ibeas et al., 2013, Gordon, 2016); el indicador para “come me” (eat-me, en inglés) que
indica la fagocitosis, es la PS. En la gréfica 3 se muestran los resultados de
externalizacién de PS en la membrana de los espermatozoides, usando el marcaje con
Anexina V, evaluados con el clitdmetro de flujo. Observamos que, los espermatozoides
epididimarios de las ratas de 3 meses mantienen el mayor porcentaje de exposicion
de PS (en promedio 69.62 en las tres regiones), y a partir de los 12 meses disminuye
en todas las regiones del epididimo. Este fendmeno es mas marcado en la region de
la cauda de las ratas de 18 meses en donde alcanza en promedio 12.9 + 1.2% (Grafica
3). Al observar estos espermatozoides al microscopio se reconocieron algunas
regiones caracteristicas de fluorescencia (figura 5), marcaje en la pieza media (figura
5A), la regidén acrosomal y pieza media (figura 5B), y solo en la regiéon acrosomal (figura
5C). Este tipo de marcaje ya se ha reportado con anterioridad, en espermatozoides de
humano y de cerdo, bajo condiciones capacitantes (Gadella y Harrison, 2002, de Vries
et al., 2003). En donde, de igual manera, usando Anexina V muestran que, el marcaje
de la region acrosomal y del flagelo (Figura 6, A) son caracteristicos de células

deterioradas (Gadella y Harrison, 2002, de Vries et al., 2003), mientras que, las células
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con marcaje en la regién acrosomal son células vivas intactas (Gadella y Harrison,
2002, de Vries et al.,, 2003). En espermatozoides eyaculados de cerdo, se ha

encontrado aproximadamente 6% de exposicion.

O3 meses [O12meses M 18 meses
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Gréfica 3. Porcentaje de espermatozoides marcados para detectar PS en espermatozoides de cada region del
epididimo, caput, corpus y cauda de ratas de 3 meses (barra blanca, n=10), 12 meses (barra gris, n=7) y 18 meses
(barra negra, n=6), analizados bajo el citometro de flujo. Letras diferentes representan diferencias estadisticas entre

grupos de edad. Barra con asterisco representa diferencias entre regiones del epididimo (Tukey, p<0.05).

Sin embargo, no se habia evaluado antes en células provenientes del epididimo. Por
lo tanto, el marcaje en la regién acrosomal, se consider6 como el marcaje adecuado
para la sefalizacion de “eat me”. Por lo que, se evalué el porcentaje de
espermatozoides con marcaje para PS en la region acrosomal (grafica 4). Los
espermatozoides de las ratas de 3 y 12 meses de edad, tienen un aumento en el
marcaje cuyo los espermatozoides transitan hacia la cauda, y las ratas de 18 meses

de edad, aumentan el porcentaje desde que pasan de caput a corpus, Yy

26



posteriormente, hacia la region caudal. Por lo tanto, todos los espermatozoides
aumentan este marcaje hacia la region caudal del epididimo, sin embargo los que
mayor marcaje tienen, son los espermatozoides de las ratas de 12 meses
(23.16+5.9%), sin mostrar diferencia con los de las ratas de 3 meses, pero si se
encontré una disminucion en los espermatozoides de las ratas de 18 meses
(7.6+7.2%). Lo que parece indicar que los espermatozoides que no fueron expulsados
del epididimo y se encuentren almacenados, presenten la marca de “eat me”, ya que
deben de ser retirados de la luz del epididimo, pudiendo ser a través de fagocitosis.
Sin embargo y a pesar de que la viabilidad espermatica disminuye hacia la cauda del
epididimo en todos los grupos experimentales, las ratas de 18 meses presentan menor
marcaje para PS, factor que pudiera estar reduciendo la remocién de células,
provocando que salieran a través del eyaculado, siendo la causa de un aumento de

espermatozoides defectuosos en organismos viejos (Lucio et al., 2013).

Figura 5. Micrografias de espermatozoides en campo claro (parte superior) y en fluorescencia. Marcaje con Anexina
V en la pieza media del espermatozoide (A), pieza media y regién acrosomal (B) y solo la regién acrosomal (C)

400X.
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Recordemos que, durante el envejecimiento la concentracion de testosterona
disminuye (Vermeulen, 2000, Stanworth y Jones, 2008) (Grafica 1) lo que provoca mal
funcionamiento, tanto del testiculo (Zitzmann, 2013) como del epididimo (Cran y Jones,
1980); esto pudiera provocar que el espermatozoide en algin punto (desde su
formacion y/o maduracion) pudiera tener defectos en las proteinas encargadas de
externalizar PS, (escramblasas) o en las responsables de mantener la PS en la cara

interna, pudieran tener algin dafio o estar siendo inactivadas (Segawa y Nagata,

2015).

Figura 6. Microfotografia representativa del marcaje con Anexina V en donde demuestra los diferentes patrones
encontrados para la externalizacion de PS. (A) Espermatozoides degenerados, (B) espermatozoides con marcaje

para PS (Gadella y Harrison, 2002, de Vries et al., 2003) 1000X.
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Grafica 4. Porcentaje espermatozoides que presentaron marcaje con Anexina V en la region acrosomal, evaluada
en cada region del epididimo, caput, corpus y cauda de ratas de 3 meses (barra blanca, n=10), 12 meses (barra
gris, n=7) y 18 meses (barra negra, n=6). Letras diferentes representan diferencias estadisticas entre grupos de
edad. Barra con asterisco representa diferencias entre regiones del epididimo (Para los datos que presentaron

normalidad se us6 Tukey, datos que no lo presentaron se utilizé Kruskal Wallis, p<0.05)

Otro de los factores importantes para lograr la exposicién de PS es la activacion de
caspasas, ya que ellas pueden contribuir a pasar este aminofosfolipido a la capa
externa de la membrana lipidica, ya que las caspasas, inactivan a las flipasas por
escision de dominios transmembranales (Segawa y Nagata, 2015). Esta proteina
ayuda a mantener a la PS en la cara interna, pero cuyo esta inactivada, la PS se
transloca rapidamente hacia la cara externa de la membrana en contribucion con las
escramblasas. Por lo tanto, las caspasas tienen un papel importante en este proceso.
En la grafica 5 vemos el porcentaje de células que marcaron caspasa 3 y 7 activas

evaluados con el clitbmetro de flujo, observamos que, los espermatozoides de las ratas
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de 3 meses presentan aumento del marcaje de caspasas en los espermatozoides de
corpus (61.63+13.53) y cauda (58.6+15.5%) en comparacién con el marcaje de caput
(37.3+£10.7%). Este mismo fendbmeno se presento en las ratas de 12 meses, teniendo
45.1+9.5% en caputy 66.6+£19.13%, 63.9+25.15% en corpus y cauda respectivamente.
Esto sugiere que las caspasas aumentan en los espermatozoides de la cauda en las
ratas de 3 y 12 meses, no asi en los espermatozoides de las de 18 meses que se
mantienen igual a lo largo de todo el epididimo. Comparando entre las diferentes

edades en cada una de las regiones, no se encuentran diferencias.
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Grafica 5. Porcentaje de espermatozoides que fueron leidos bajo el citometro de flujo y fueron marcados para
caspasa 3 y 7 activas en cada region del epididimo (caput, corpus y cauda) de ratas de 3 meses (barra blanca,
n=10), 12 meses (barra gris, n=7) y 18 meses (barra negra, n=6), asi como, los espermatozoides que fueron
incubados con dexametasona (control, barra con trama. Barra con asterisco representa diferencias entre regiones

del epididimo (Tukey, p<0.05)
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De igual manera los resultados de la microscopia sefialan que en todas las edades los
espermatozoides presentan mas marcaje para caspasas en la region de la cauda del
epididimo, comparandolo con caput y corpus, 64.57+7.09% en los espermatozoides
de las ratas de 3 meses, 69.16£19.39% en las de 12 y 75.62+10.48% en 18 meses.
No hay diferencias en caput, corpus o cauda en ninguna de las edades. En la figura 7

se ejemplifica el marcaje para caspasas.
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Gréfica 6. Porcentaje de espermatozoides con caspasa 3 y 7 activa en cada region del epididimo, caput, corpus y
cauda de ratas de 3 meses (barra blanca, n=10), 12 meses (barra gris, n=7) y 18 meses (barra negra, n=6 asi como
los espermatozoides que fueron incubados con dexametasona (control, barra con trama). Letras diferentes
representan diferencias estadisticas entre grupos de edad. Barra con asterisco representa diferencias entre

regiones del epididimo (Tukey, p<0.05).

De modo que, si se considera que la externalizacion de la PS estd mediada por

caspasas, vemos que, en general las caspasas en los espermatozoides aumentan
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hacia la cauda del epididimo, al igual que la exposicion de PS. Sin embargo, el
porcentaje espermatozoides que presenta caspasas activas alcanza el 60% en
promedio, mientras que el porcentaje de externalizacion de PS en la region acrosomal
alcanza solo un 8% en promedio. Esto nos hace pensar que, las caspasas pudieran
tener algun otro papel en el espermatozoide ademas de la externalizacion de PS, ya
que, las caspasas se han relacionado continuamente con la “protedlisis catastrofica”,
concepto que se refiere a la apoptosis, sin embargo existe otra teoria en donde se
relaciona a las caspasas con otros eventos diferentes a la apoptosis como son: la
diferenciacion terminal; como es el caso de la enucleacion de los queratinocitos, que
tienen activacion de caspasa 3 y 14 (Nhan et al., 2006). Esta activacion es necesaria
para la remocion de organelos en el estado final de diferenciacion del keratinocito

(Nhan et al., 2006).

32



Figura 7. Micrografia de espermatozoides marcados con IP (yoduro de propidio, rojo) y FLICA (verde). Se
ejemplifica espermatozoides con anormalidades (estrella), asi como la amplificacion de la pieza principal de un

espermatozoide con gota citoplasmica (recuadro) y un espermatozoide normal con doble marcaje (asterisco) 400X.

Esta hipbtesis propone que, la activacion de las caspasas permite llevar a cabo
cambios rapidos y permanentes en el fenotipo celular (Nhan et al., 2006). En el caso
del espermatozoide, es una célula altamente diferenciada y que sufre un cambio
drastico y permanente, el cual le va a ayudar a cumplir su funcién, fecundar al ovocito.
Por lo que, esta teoria podria ayudar a entender mejor la diferenciacion del
espermatozoide. Apoyados en el supuesto anterior, es de esperar que si los
espermatozoides epididimarios no estan sufriendo un proceso similar al de la
apoptosis, el DNA se encuentre integro o sin fragmentar. En la grafica 7 se muestran

los resultados de la evaluacién bajo el clitbmetro de flujo de los espermatozoides
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marcados con naranja de acridina. Los espermatozoides de las ratas de 18 meses
fueron las que presentaron mayor dafio, 3.32+1.87% en la regién del caput del
epididimo y el porcentaje més bajo fue los espermatozoides de la cauda de las ratas

de 12 meses (0.4 = 0.3%), sin haber diferencias en ninguna de las comparaciones.
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Grafica 7. Porcentaje de espermatozoides leidos con el citometro de flujo que presentan pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, evaluados en cada region del epididimo, caput, corpus y cauda de ratas de 3 meses (barra
blanca, n=10), 12 meses (barra gris, n=7) y 18 meses (barra negra, n=6), asi como los espermatozoides que fueron
incubados con H202 (barra con trama). Letras diferentes representan diferencias estadisticas entre grupos de
edad. Barra con asterisco representa diferencias entre regiones del epididimo (Para los datos que presentaron

normalidad se us6 Tukey, datos que no lo presentaron se utilizé Kruskal Wallis, p<0.05).

De igual manera los porcentajes de dafio en el DNA se mantienen bajos cuyo los
espermatozoides se observa con el microscopio de fluorescencia (Grafica 8), teniendo,
en este caso, una disminucion de dafio hacia la cauda del epididimo en las ratas de
todas las edades, 0.3+0.7% en los espermatozoides de cauda de ratas de 3 meses,

0.16+0.4% en las de 12 y 0.5£0.7% para las de 18 meses. La disminucion del
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porcentaje de los espermatozoides dafiados hacia la cauda del epididimo se ha
reportado con anterioridad (De Jonge y Barratt, 2006). Ya que, en el epididimo,
especificamente las células principales, se encarga de retirar de la luz del tabulo

epididimario, a las células en mal estado (Ramos-Ibeas et al., 2013).
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Gréfica 8. Porcentaje de espermatozoides con dafio en el DNA en cada region del epididimo, caput, corpus y cauda
de ratas de 3 meses (barra blanca, n=10), 12 meses (barra gris, n=7) y 18 meses (barra negra, n=6, asi como los
espermatozoides que fueron incubados con H202 a 100 mM (barra con trama). Letras diferentes representan
diferencias estadisticas entre grupos de edad. Barra con asterisco representa diferencias entre regiones del
epididimo (para los datos que presentaron normalidad se usé Tukey, datos que no lo presentaron se utilizé Kruskal

Wallis, p<0.05).

El porcentaje de espermatozoides que perdio el potencial de membrana mitocondrial
fue muy bajo, siendo el mas bajo en la regién del corpus en las ratas de 12 meses
(0.6+0.3 %) y el mas alto en la region del caput de las de 18 meses (2.7+2.0 %), sin

encontrar diferencias estadisticas (Grafica 9). En espermatozoides que han llevado a

cabo la capacitaciéon, esto quiere decir que las mitocondrias pudieran estar dafiadas,
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se han encontrado que aproximadamente 5.8% de los espermatozoides pierden el
potencial de membrana (Gadella y Harrison, 2002). Dato que no coincide con nuestros
resultados. Esto significa que los espermatozoides epididimarios no pierden el
potencial de membrana durante el envejecimiento. Esto puede deberse a que las
mitocondrias tienen un papel importante en la produccion de ERO que contribuyen a
la movilidad (Eddy, 2006, Ramalho-Santos et al., 2009, Amaral et al., 2013); sin
embargo, en el epididimo los espermatozoides se mantienen quisentes gracias a las
concentraciones elevadas de iones (Aitken et al., 2007, Dacheux y Dacheux, 2014).
Esta quiesencia asegura que en el eyaculado existan espermatozoides moviles

(Kumar et al., 2016)
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Grafica 9. Porcentaje de espermatozoides que perdieron el potencial de membrana mitocondrial, en cada region
del epididimo, caput, corpus y cauda de ratas de 3 meses (barra blanca, n=10), 12 meses (barra gris, n=7) y 18
meses (barra negra, n=6 asi como los espermatozoides que fueron incubados CCCP, un desacoplante mitocondrial

(control, barra con trama) (Tukey, p<0.05).
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La apoptosis es un proceso altamente organizado, en el que las células sufren
modificaciones para morir de manera ordenada, siendo su principal objetivo: remover
las células disfuncionales sin provocar inflamacion (Elmore, 2007). Sin embargo, en el
espermatozoide no se ha podido definir con certeza si este tipo celular muere por
apoptosis, ya que, no cumple con todos los parametros que engloba la propia
definicion (Elmore, 2007, Kroemer et al., 2009, Galluzzi et al., 2015). Lo que es
evidente es que existen mecanismos en el epididimo para remover aquellas células
gue no seran usadas (Ramos-Ibeas et al., 2013) pero hasta el momento, se desconoce
con certeza estos mecanismos y sobre todo, de qué manera mueren los
espermatozoides en el epididimo. Cabe destacar que este 6érgano le ayuda al
espermatozoide a la maduracion por lo que no se descarta que proteinas como las

caspasas pudieran contribuir en este proceso.

Cabe resaltar que los espermatozoides durante su transito por el epididimo estan en
constante interaccidén con este érgano y se ha visto que durante el envejecimiento el
epididimo presentan dafio en las células que lo componen (Cran y Jones, 1980,
Robaire, 2002), esto se pudiera reflejar en el funcionamiento del espermatozoide. Una
hipétesis propuesta para el dafio en el epididimo es por estrés oxidante (Robaire,
2002), que es el desequilibrio entre las ERO y las especies antioxidantes. La teoria
inmunitaria es otra alternativa que conduce al dafio espermatico, ya que durante el
envejecimiento hay un aumento de las células inmunitarias y pérdida de la barrera
hemato-epididimaria. No obstante se conoce poco de cdmo estas alteraciones afectan

a los espermatozoides.
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En base a los resultados obtenidos podriamos sugerir que los espermatozoides
epididimarios de animales viejos pudieran utilizarse como alternativa para la
conservacion de especies. Aungue se usé un modelo murino, las células epididimarias
y la maduracién epididimaria se conserva en la mayoria de los mamiferos (Robaire et

al., 2006)

11. Conclusién

Confirmamos la disminucién en las concentraciones de testosterona sin aumento de

los marcadores apoptéticos en espermatozoides epididimarios de la rata envejecida.

12. Perspectivas

Hacer un andlisis detallado de la morfologia del tdbulo epididimario de ratas

envejecidas.

Determinar si la concentracion de testosterona sérica esta relacionada con la cantidad

de receptor de andrégenos en las células epiteliales del epididimo.

Determinar si las enzimas antioxidantes y un andlisis de las células inmunitarias en el

tejido epididimario, como probable causa de dafio espermatico y epididimario.
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