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2. RESUMEN

El objetivo planteado en esta tesis fue evaluar si la subnutricibn materna
durante la gestaciébn y la lactacion, produce programacién fetal y a
consecuencia de ello se ve afectada la histofisiologia testicular. Con este fin se
realizd un experimento utilizando ratas como modelo y fueron subnutridas
durante la gestacion y la lactacion. Se registré peso corporal y testicular de
animales controles y tratados. Sobre cortes histoldgicos de todos los testiculos
se aplicé las técnicas de inmunohistoquimica en testiculos de animales de 2,
25 y 100 dias de vida. Se evalud la proporcién de apoptosis y proliferacion en
células: de Sertoli (CS), Leydig (CL), mioides (CM) y gonocitos (G) (estas
ultimas solo a los dos dias de vida). Por otra parte, se evalué también por la
misma técnica la abundancia relativa de receptor de andrégenos en los tipos
celulares antes mencionados. El peso corporal y testicular se vio afectado
negativamente por el tratamiento a todas las edades. No se encontraron
diferencias en la tasa de apoptosis o de proliferacion en las edades estudiadas
en CS, G, ni CL. Por otro lado los animales tratados, a los 100 dias de vida
tuvieron un mayor numero de CM en proceso de apoptosis que sus controles.
Con respecto a la positividad del AR, fue menor en los animales tratados a los
2 y 25 dias de vida en las CS y CM, pero esta diferencia no se mantuvo a los
100 dias. Estos resultados mostraron que nuestro tratamiento produce
programacion fetal del testiculo en la rata, no solo por producir testiculos
menos pesados, sino por aumentar el numero de células mioides en apoptosis,
las cuales cumplen un rol importante en el metabolismo de los andrégenos y en
la fertilidad.



2.1. SUMMARY

The objective set out in this thesis was to evaluate whether maternal
undernutrition during pregnancy and lactation produces fetal programming and
as a result testicular histophysiology was affected. To this end,
immunohistochemical techniques were performed on 5 ym thick histological
sections of testicles from animals at 2, 25 and 100 days old, in order to evaluate
the proportion of apoptosis and proliferation in Sertoli cells (SC), Leydig cells
(LC), myoid cells (MC) and gonocyte (G), the latter only at two days of age. The
relative abundance of androgen receptor in the aforementioned cell types which
is essential for androgens to fulfill their fundamental role in testicular
development and fertility was also evaluated. Body and testicular weight were
negatively affected by treatment at all ages. No differences were found in the
rate of apoptosis or proliferation at the ages studied in SC, G, or LC. The
treated animals, at 100 days old, had a higher number of MC in the process of
apoptosis than their controls. Regarding RA positivity, it was lower in treated
animals at 2 and 25 days old in SC and MC, but this difference was not
maintained at 100 days. These results showed that our treatment produces fetal
programming of the testis in the rat, not only by producing lighter testes, but
also by increasing the number of apoptotic myoid cells, which play an important
role in androgen metabolism and fertility.



3. INTRODUCCION:

Los sistemas de produccion animal se basan en tres pilares: la nutricién, la
reproduccion y la salud.

La alimentacion es de los insumos mas caros y limitantes para un sistema de
produccion. Por otra parte, la rentabilidad implica entre otros factores la
obtencién de la mayor cantidad de crias en la menor cantidad de tiempo
posible, siempre y cuando los costos para lograrlo no sean excesivos. Esto
implica que la seleccion genética realizada por el ser humano ha ido
principalmente dirigida hacia los caracteres productivos. Un buen ejemplo de
esto es la vaca lechera, la cual gesta y produce leche incluso cuando se
encuentra en balance energético negativo. En este modelo productivo la
madre, con su capacidad de ingestion de alimento restringida mecanicamente,
debe distribuir la energia de los alimentos entre su feto en crecimiento y una
alta produccion de leche. Esto se puede agravar mas en el caso de animales
jévenes que aun no terminaron de crecer. En este tipo de modelo parece
inevitable generar un impacto sobre la cria que se esta gestando y el efecto
que se observa es el centro de numerosos trabajos de investigacion.

El objetivo de esta tesis es conocer el impacto que tiene la subnutricién de las
crias mientras dependen de la madre (durante la vida fetal y mientras son
lactantes), sobre la histofisiologia de los testiculos de sus hijos en diferentes
etapas de la vida ya sea como recién nacidos, prepuberes o adultos jévenes,
utilizando como modelo la rata.

4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1. Definiciéon de programacion fetal

Durante la gestacién, tanto el ambiente uterino (determinado en gran medida
por el ambiente en el que se encuentra la madre) como el ambiente durante las
primeras etapas de vida (luego de nacer) tienen la capacidad de producir
cambios duraderos que se observan en etapas posteriores de la vida. Este
fendémeno es conocido como “programacion fetal” (Desai y Hales, 1997).

Cuando un individuo es expuesto a condiciones adversas durante etapas
criticas de su desarrollo, se producen respuestas adaptativas en donde se va a
priorizar el crecimiento de 6rganos clave en detrimento de otros. Esto provoca
alteraciones a nivel metabdlico, las cuales deberian preparar a ese animal para
sobrevivir en un ambiente nutricionalmente pobre. Estas alteraciones pueden
tener consecuencias negativas cuando la nutricion postnatal se vuelve mas
abundante que la que recibié en el periodo prenatal (McMillen y Robinson,
2005). Algunos de los eventos que tienen la capacidad de alterar el desarrollo
en etapas tempranas son la nutricibn materna, ya sea en exceso o por ser
deficitaria, los desordenes endocrinos y las infecciones (Langley-Evans vy
McMullen, 2010).



Los efectos de la subnutricion durante periodos clave de la vida intrauterina o
posnatal temprana (ya sea por restriccion de algun nutriente o por restriccion
caldrica) no solo retrasan el crecimiento, sino que producen cambios duraderos
o incluso permanentes en el metabolismo, asi como en la sensibilidad de los
tejidos corporales a distintas hormonas. Estos cambios resultan en desarrollo
anormal del individuo y en la aparicion de enfermedades en etapas tardias de
la vida. En humanos se ha demostrado que dichos cambios se vinculan a la
aparicion de diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
renales, obesidad, hipertension, osteoporosis y sindrome metabdlico (Barker,
1995; Mandy y Nyirenda, 2018).

Los primeros indicios de estos fendbmenos se observaron al realizar estudios
epidemioldgicos que correlacionaban la aparicion de enfermedades cardiacas y
respiratorias en personas adultas con la mortalidad maternal puerperal y la
mortalidad neonatal prevalentes en los anos en los que esas personas nacieron
(Barker y Osmond, 1987; Barker, Osmond y Law, 1989). Esto se observd muy
marcadamente en zonas empobrecidas de Europa y durante la segunda guerra
mundial, cuando la dieta de las personas fue afectada fuertemente (Langley-
Evans, 2006).

En ganado vacuno, la subnutricion materna durante la gestacion temprana
mostré terneros mas livianos al comienzo de la etapa de cria, pero esta
diferencia desaparecio cuando llegaron a la pubertad. En el mismo experimento
encontraron que el desarrollo ovarico también se vio afectado por la nutricién
materna, con reduccion de la cantidad de foliculos antrales a los 16 meses de
vida (Noya, Casasus, Ferrer y Albina, 2019).

En ovinos, la restriccidn nutricional materna en la gestacion avanzada afecto
negativamente los niveles de glucosa e IGF-1 en la etapa neonatal de los
corderos. Los bajos niveles de IGF-1 durante la vida fetal y los primeros dias de
la vida posnatal afectaron el desarrollo reproductivo a los 60 dias de vida
(Hoffman et al., 2017).

En cuanto a la histofisiologia del musculo, se observé que la subnutricidon
durante los primeros 70 dias de gestacion disminuy6 la tasa de proliferacion de
los mioblastos del feto, e incluso afectdé algunos musculos mas que otros, en
forma diferencial segun el sexo del cordero (Ithurralde et al., 2017).

Por todo lo anterior sabemos entonces que la subnutricién durante las etapas
tempranas de la vida, y en particular durante la gestacién, provoca cambios
duraderos o0 permanentes en parametros metabdlicos, fisiologicos vy
estructurales que en algunos casos son solo observables en etapas adultas.

4.1.1. La rata como modelo para estudiar la programacion fetal:

La rata es utilizada hace décadas como modelo de subnutriciéon. En los 70 ya
encontraron diferencias en el tamafo corporal en ratas que mamaron en
camadas pequefas de 3 cachorros contra aquellas que lactaron en camadas
grandes de 15 animales. Estos investigadores no solo descubrieron en la rata



efectos que hoy en dia se describirian como programacién por subnutricién
temprana, sino que dependiendo del momento en el que se produjera el
tratamiento dichos efectos negativos podian o no ser compensados mas
adelante en la vida (Widdowson y McCance, 1975).

Tras la alimentacién materna durante la gestacion y/o la lactacién con una dieta
hipo-proteica, se encontrd que sus hijos presentaban retardo permanente en el
crecimiento del higado, los musculos, el pancreas y el bazo. Por otro lado se
observd que otros érganos como el cerebro y el pulmén no fueron afectados
(Desai y Hales, 1996).

En ratas, la subnutricion durante etapas tempranas de la vida retrasa el
comienzo de la pubertad en machos y hembras (Engelbregt et al., 2000).
Posteriormente se observd que cuando la restriccion nutricional se realiza al
final de la gestacion (dias 17 a 21) también ocurre un retraso en el comienzo de
la pubertad en ratas macho (Matsuzaki et al., 2017).

En cuanto al sistema reproductor especificamente, esta demostrado que el
sistema reproductor de la rata es sensible a la programacion fetal. En animales
adultos subnutridos durante la gestacion y la lactacion se encontré menor
desarrollo corporal, testicular y menor numero de células de Sertoli, tanto por
corte transversal de tubulo seminifero como total por testiculo (Genovese,
Nufiez, Pombo y Bielli, 2010). Posteriormente se encontré este mismo efecto
en neonatos a los que se subnutrié durante la gestaciéon (Genovese, Riafo,
Alzugaray, Pombo y Bielli, 2011), viendose afectados diferentes parametros de
la histofisiologia testicular. En este sentido, se encontré que los animales que
son subnutridos durante la gestacion y la lactacion expresan menos receptores
testiculares de IGF-1 cuando son adultos (Pedrana et al., 2020).

4.2. La génada masculina

Los érganos reproductores se originan junto con las estructuras exocrinas del
mesodermo intermedio vinculadas al aparato urinario, y en particular al
mesonefros (rindn primitivo). En el techo del celoma se organiza la cresta
urogenital, que corre longitudinalmente al cuerpo del embrion. Esta cresta
urogenital se subdivide longitudinalmente, con un largo borde lateral que
corresponde a la cresta urinaria, y un corto y relativamente grueso borde
medial, que corresponde a la cresta genital. La cresta genital sélo se desarrolla
a nivel de la porcién abdominal mas craneal. En el embrién se originan los
esbozos de los 6rganos reproductivos y persisten en el estadio indiferenciado
de la organogénesis (estadio de la gonada indiferenciada). Finalmente se
desarrollan las caracteristicas sexuales especificas, y degeneran las
estructuras inapropiadas.

En el estadio indiferenciado (en el cual no es posible distinguir,
morfolégicamente, un embrion macho de uno hembra), primero se desarrolla la
cresta gonadal en la cara medial de cada mesonefros. Este estadio se
caracteriza por la formacion de los cordones sexuales primarios a nivel gonadal
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(Noden y de Lahunta, 1990). La diferenciacion del testiculo comienza en la rata
entre los dias 12 y 13,5 de gestacion (Magre y Jost, 1991; Kuopio, Tapanainen,
Pelliniemi y Huhtaniemi, 1989). Cuando el feto llega a 15,5 dias comienza la
actividad esteroidogénica y por lo tanto produce testosterona (Huhtaniemi y
Pelliniemi, 1992). En el testiculo fetal los gonocitos son los precursores de las
espermatogonias, que son las células adultas a partir de las cuales se van a
formar los espermatozoides. En la rata entre los dias 3 y 4 post parto, los
gonocitos migran desde el centro del cordon testicular (precursor del tubulo
seminifero) hacia la membrana basal y se diferencian en espermatogonias tipo
A (Thuillier et al., 2010). La capacidad de producir espermatozoides aparece en
la pubertad; esto ocurre en la rata, pasados los 30 dias de vida (Abd EI-
Meseeh, El-Shaarawy, AlDomairy y Sehly, 2016), y mantiene estas funciones
endocrinas y exocrinas a lo largo de toda la vida. El parénquima seminifero
testicular se organiza en el adulto en tubulos seminiferos (donde se producen
los espermatozoides a partir de la pubertad) y en tejido intersticial ubicado
entre los tubulos, que es un tejido conjuntivo con células especializadas en
producir esteroides sexuales (desde la edad fetal).

4.2.1. Células testiculares y sus funciones
4.2.2. Células sustentaculares o de Sertoli (CS)

Las células de Sertoli forman parte del epitelio seminifero. Este epitelio
constituye la mayor parte de la pared del tubulo seminifero. Las células
sustentaculares se extienden desde el compartimiento basal del antedicho
epitelio hasta la luz de tubulo. Las primeras CS aparecen sobre el dia 13,5 de
gestacion en la rata (Magre y Jost, 1991). Estas células, que deben su nombre
al médico italiano Enrico Sertoli quien las describié (Sertoli, 1865), solo se
reproducen normalmente durante la vida fetal y postnatal hasta poco antes de
iniciarse la pubertad. Se sabe que, en la rata, pierden la capacidad de dividirse
entre 16 (Steinberger y Steinberger, 1971) y 17,5 dias de vida pos nacimiento
(Angelopoulou et al., 2008), siendo su maximo pico de proliferacion a los 20
dias de post concepcidon (Zhengwei et al., 1990). Esto implica que una injuria
que afecte a las CS durante este periodo puede alterar el numero posterior de
células y sus funciones.

Las CS tienen un rol esencial dirigiendo el proceso de espermatogénesis
(Dimitiadis et al., 2015). Existe una alta correlacion entre el numero de CS y el
tamano testicular adulto en gran variedad de mamiferos (Sharpe, McKinnell,
Kivlin y Fisher, 2003). Cada célula de Sertoli puede establecer contacto y
estimular la diferenciacion de un numero limitado de células de la linea
germinal, por esta razén es que hay una relaciéon entre el numero de células de
Sertoli y la capacidad diaria de produccion de espermatozoides del testiculo
(Russell y Peterson, 1984; Orth, Gunsalus y Lamperti, 1988; Brendtson y
Thompson, 1990; da Silva et al., 2006). De igual manera se sabe que el
numero de espermatidas alargadas en el adulto esta correlacionado con el
numero de CS existentes en el periodo perinatal (Orth, Gunsalus y Lamperti,
1988). De lo antedicho podemos concluir que alterar la multiplicacion de estas
células en estos periodos tempranos puede generar alteraciones en su numero
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o funcion en el futuro del animal, y deja tan sélo un periodo corto donde se
pueda compensar una disminucion en el numero normal de CS.

Por otro lado, las CS determinan el numero de células mioides (CM) y
estimulan el desarrollo de células de Leydig (CL) adultas a partir de sus
precursoras en la etapa pre puber (Rebourcet et al., 2014a). Ademas,
mantienen el numero de CL y CM y su actividad en el testiculo adulto
(Rebourcet et al., 2014b; Wen, Wang, Tang, Cheng y Liu, 2016). Parte de estas
acciones las realiza mediante su comprobada capacidad de fagocitosis
(McClusky, 2022). Sumado a lo antes mencionado, la célula de Sertoli produce
hormonas como la inhibina B y la hormona anti Mdulleriana, que son
indispensables para el desarrollo sexual, siendo su ausencia causa de
alteraciones en dicho desarrollo (Lucas-Herald, 2022). Ademas, las CS
secretan proteina ligadora de andréogenos (ABP) que aumenta la concentracién
de testosterona a nivel del tubulo seminifero, imprescindible para la
espermatogénesis (Wong y Khan, 2021).

Dentro de los factores que regulan la actividad de estas células se incluyen los
androgenos (Escott, da Rosa y Loss Eda, 2014). Las CS presentan receptores
para androgenos y la ausencia de éstos altera la capacidad de las CS de
“dirigir” la diferenciacion de las células germinales (Tan et al., 2005). Ademas, la
expresion de receptor de andrégeno (RA) en la CS es esencial para la normal
espermatogénesis y la posterior fertilidad (Chang, Lee, Wang, Yeh y Chang,
2013), incluso desde etapas fetales (Rey, Musse, Venara y Chemes, 2009).

4.2.3. Células intersticiales o de Leydig (CL)

El testiculo funciona también como una glandula endocrina productora de
androgenos. Las células de Leydig son las encargadas de esta produccién
desde la vida fetal, aumentando su actividad a partir de la pubertad (Smith y
Walker, 2014). Las CL, también llamadas células intersticiales debido a su
ubicacién, mantienen su capacidad de dividirse durante toda la vida del animal
(Vornberger, Prins, Musto y Suarez-Quian, 1994). En las ratas, las células
intersticiales fetales se comienzan a diferenciar en el dia 13,5 de gestacion a
partir de células mesenquimales intersticiales (Kuopio, Tapanainen, Pelliniemi y
Huhtaniemi, 1989).

Las células de Leydig adultas se diferencian a partir de las células de Leydig
fetales (Roosen-Runge y Anderson, 1959). Las CL funcionales en el adulto
comienzan a aparecer luego que se diferencian a partir de estas precursoras
en la pubertad. En la rata esto ocurre a partir de las dos semanas de vida
(Mendis- Handagama y Ariyaratne, 2001). Por lo anteriormente dicho un evento
que dane las CL fetales va a resultar en un desarrollo anormal de las CL
adultas (SU et al., 2018). Sin embargo, el testiculo conserva toda la vida en el
intersticio una poblacion de células progenitoras con alta capacidad mitética y
recurre a ellas en caso de necesitar CL o andrégenos (Benton, Xin Shan y
Hardy , 1995; Stanley et al., 2012).
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Para la proliferacion y maduracion correctas de células de Leydig normales es
necesario que éstas presenten RA (O’'Shaughnessy et al ., 2019). En el adulto,
las CL responden a estimulos de la hormona LH produciendo andrégenos
(Tran, Servos y Haider, 2006), y tienen la capacidad de multiplicarse para
aumentar su numero y asi aumentar la produccién de hormonas (Hardy et al.,
2005).

Los andrégenos no solo son esenciales para la espermatogénesis (McKinnell y
Sharpe, 1995; O'Shaughnessy, 2014), sino que en su ausencia no ocurren ni
los procesos de maduracion en el epididimo, ni la posterior fertilidad
(Simanainen, McNamara, Davey, Zajac y Handelsman, 2008). Esta hormona
solo cumple su funcién cuando se une a su receptor celular especifico. La
produccion de RA esta regulada principalmente de forma paracrina por la
presencia de la hormona en el testiculo (Nastiuk Clayton, 1994; Zhu et al.,
2000). Para que la gametogénesis ocurra es fundamental que las CS y las
células mioides expresen los RA (O'Hara et al., 2015). La expresién de RA por
las CL también es regulada de forma autécrina por la presencia de andrégenos
(Wang et al. 2009; Griffin et al. 2010).

Los RA se encuentran en los nucleos de las células de Sertoli, Leydig y
mioides, y son evidenciables por inmunohistoquimica (Pelletier et al., 2000; Sar
et al., 1990). Existe una interaccion entre las CS, CM y CL, y en este sentido se
ha encontrado que animales “knock out” para la expresion de RAen CS y CM,
presentan menos CL, y sin embargo mantienen su capacidad para producir
andrégenos (Ye, Li, Li, Chen y Ge, 2017).

4.2.4. Células mioides (CM)

Las CM se diferencian en las primeras etapas de la vida a partir de células que
se encuentran en el intersticio testicular (Combes et al., 2009). Las CM se
encuentran dispuestas en una monocapa de células unidas entre si, alrededor
del tabulo seminifero (Lacy y Rotblat.,, 1960). No forman parte del epitelio
seminifero sino del denominado tejido limitante, y estan en estrecho contacto
con el endotelio de los vasos intersticiales (Maekawa, Kamimura y Nagano,
1996). Presentan capacidad de contraerse debido a la presencia de actina y
miosina en su citoplasma (Fernandez et al., 2008) y su funcion es disminuir
transitoriamente la luz del tubulo seminifero para provocar el avance de los
espermatozoides hacia la rete testis, siendo éste un rol critico en la funcién
testicular (Ellis, Groesbeck, Farr y Tesi, 1981; Zang et al., 2006). Ademas, las
células mioides estan relacionadas con la fertilidad, ya que intervienen en el
control del microambiente de los tubulos seminiferos mediante la produccion de
factor neurotréfico derivado de la glia (Chen, Brown, Willis y Eddy, 2014). Por
ultimo y sumado a lo anterior, participan en el metabolismo de los andrégenos
dentro del testiculo (Wang, Yeh, Tzeng y Chang, 2009).
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4.2.5. Gonocitos

Alrededor del dia 6 post concepcion, células del epiblasto proximal, proximo al
ectodermo extraembrionario, se diferencian en células germinales primordiales
(CGP). En los roedores las CGP migran al surco genital alrededor del dia 7,5,
para volverse residentes y ser rodeadas por CS, formando los cordones
espermaticos alrededor del dia 12,5 post concepcion. Una vez formados los
cordones espermaticos nos referimos a las células germinales como gonocitos.
(Manku et al., 2015)

Los gonocitos fetales y neonatales se localizan en el centro de los cordones
espermaticos, son células grandes y redondeadas, con nucleos prominentes.
Su importancia radica en que a partir de ellas se van a diferenciar las
espermatogonias, que llegado el momento seran las células germinales a partir
de las cuales se producira la espermatogénesis (Culty, 2013).

Las fases del desarrollo de las células germinales no estan sincronizadas, en
lugar de eso en un mismo momento la misma seccién de cordon espermatico
puede presentar varios estadios de diferenciacion de estas células. De este
modo alrededor de los dias 4 y 5 post parto podemos encontrar gonocitos,
localizados tanto en el centro como en la periferia del corddn, con los primeros
por migrar hacia el compartimiento basal o por entrar en apoptosis y los ultimos
en proceso de diferenciarse a espermatogonias. A partir del dia 5 post parto el
destino de los gonocitos que permanecieron en el centro del cordon sera
eventualmente la apoptosis (Culty et al., 2009).

4.3. La apoptosis y la proliferaciéon celular

En general podemos afirmar que los tejidos animales no estan constituidos por
un numero fijo de células, sino que se constituyen poblaciones celulares que
establecen un equilibrio entre la division y la muerte celular. La apoptosis es la
muerte celular programada y ocurre segun un patron absolutamente predecible,
el nucleo se condensa, puede fragmentarse y la célula es reabsorbida (Alberts
et al., 1996). Este proceso tiene dos vias: la via extracelular (la via del receptor
de la muerte) y la ruta intracelular (mediada por las mitocondrias y la via del
reticulo endoplasmatico), ambas vias activando la caspasa 3. A su vez, la
caspasa 3 provoca que la apoptosis entre en una etapa irreversible (Ola,
Nawaz y Ahsan, 2011). Por lo tanto, la caspasa 3 se considera uno de los
ejecutores de apoptosis mas importantes en la familia de las caspasas y el
principal factor de efecto en el proceso apoptético (Fadeel, Ottosson y Pervaiz,
2008).

Hay una amplia variedad de situaciones a las que una madre se puede
enfrentar y que van a resultar en una alteracién del ambiente uterino. Como
respuesta a este ambiente uterino alterado, en el feto aumenta la cantidad de
células que entran en apoptosis en algunos tejidos. Un ejemplo de este
fendmeno es la subnutricién en el primer tercio de la gestacion y cémo provoca
en el ovario de la cordera un aumento en la expresion de genes que estimulan
la apoptosis (Lea et al., 2006). Sustancias toxicas y cancerigenas
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administradas a las madres durante la gestacién y la lactacién producen crias
en cuyos testiculos se observa un aumento en la expresion de la proteina
caspasa 3 (Liu, Chen, Wang, Shen y Zhao, 2013). Por ejemplo, en el ultimo
tercio de la gestacion, al subnutrir madres de la misma especie animal, las
crias presentan un mayor numero de timocitos en proceso de apoptosis (Qu et
al. 2017). Ademas, la caspasa 3 se ve aumentada en el testiculo a causa del
estrés oxidativo ocasionado por la reperfusién tras la resolucion de una torsién
testicular (Shamsi-Gamchi, Razi y Behfar 2018). Por ultimo, es sabido que el
etanol a nivel testicular aumenta la expresion de caspasa 3 en las CS
(Pourhassanali et al., 2016).

En cuanto a la proliferacion celular, es fundamental que existan mecanismos
que mediante la multiplicacion celular repongan y mantengan las poblaciones
celulares. Hay muchos marcadores de proliferacion celular. Uno de estos
marcadores es el antigeno nuclear de proliferacion celular, también conocido
por su sigla en inglés (PCNA). Este antigeno ha sido identificado como una
proteina no histona presente en los nucleos de células en proliferacion
(Miyachi, Fritzler y Tan, 1978; Mathews, Bernstein, Franza y Garrels, 1984). El
PCNA juega un papel importante en el metabolismo de los acidos nucleicos. La
proteina es esencial para la replicacion del ADN, esta involucrada en la
reparacion del ADN, en el ensamblaje de la cromatina, y en varias instancias se
ha demostrado que participa en la transcripcion del ARN (Kelman, 1997).
Actualmente se utiliza para evidenciar células en proliferacion por
inmunohistoquimica, y esto ya esta descrito para el testiculo de la rata (Shi et
al., 2015; Tian P et al., 2019). Por ejemplo, anticuerpos primarios contra esta
proteina son utilizados para evaluar cambios estacionales en la proliferacion de
las células germinales del testiculo en mamiferos silvestres del continente
asiatico (Tupaia belangeri chinensis) (Tang J et al., 2022).

4.4. La programacion fetal y su efecto sobre el parénquima testicular.

En ratas de ambos sexos ocurren cambios selectivos en el crecimiento relativo
de sus érganos con relacidén a su peso corporal a causa de la subnutricién en la
vida intrauterina y durante la lactacion (Woodall, Breier, Johnston y Gluckman,
1996). La nutricion en las primeras etapas de la vida es uno de los factores que
influyen en la cantidad y calidad seminal del toro y del carnero (Foote, 1978).
En ovinos, la subnutricién de la madre gestante produce un menor numero de
CS cuando sus crias son neonatos (Bielli et al., 2002) y el efecto también se vio
en machos jovenes adultos, lo que implica un menor numero de CS de forma
permanente (Kotsampasi, Balaskas, Papadomichelakis y Chadio, 2009).

En animales de experimentacion, la subnutricion en etapas tempranas de la
vida (gestacion mas lactacion), produjo efectos cuantificables en ratas macho
adultas, las cuales presentaron menor numero de células de Sertoli totales por
testiculo y por corte de tubulo seminifero. Ademas, los pesos corporal y
testicular de los animales subnutridos fueron menores en los animales tratados
que en sus controles (Genovese et al., 2010). Al estudiar el efecto que tiene la
subnutricion durante la gestaciéon en los neonatos, se vio que presentan un
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numero menor de estas células, tanto en numero absoluto como por corte de
cordon testicular (Genovese et al., 2011).

Por otra parte, se sabe que restringir el aporte proteico de una madre durante
la lactancia va a impactar negativamente en el peso testicular y corporal de sus
crias, asi como también su numero de células de Sertoli a los 21 dias de vida
(Ramos, da Silva, Costa y Sampaio, 2006). Complementariamente se vio que
la restriccion proteica materna durante la lactacién, produce efectos negativos
que se ven también cuando las crias llegan a la vida adulta, viéndose cambios
en la estructura testicular que perduran aun cuando el estimulo que los produjo
haya finalizado hace tiempo (Toledo, Perobelli, Pedrosa, Anselmo-Franci y
Kempinas, 2011). Cuando se impone de forma conjunta una restriccion proteica
y energética materna durante la lactacion, tiene como consecuencia una menor
concentracion de andrégenos en sangre y menor producciéon de RA en sus
células testiculares (Texeira et al., 2007). Por lo tanto, es pertinente el estudio
de los efectos de la programacion fetal sobre la distribucion y la abundancia del
RA.

Por ultimo, una alteracion del ambiente testicular afecta la funcion testicular en
el adulto. Los machos gestados con restriccion materna de proteina alimentaria
producen un menor numero de espermatozoides cuando llegan a adultos y
estos gametos a su vez tienen un indice de normalidad menor que sus
controles (Toledo et al., 2011; Rodriguez et al., 2014). Por otra parte, ratas que
fueron subnutridas durante la gestacion con dietas hipoproteicas, cuando llegan
a adultos presentan baja fertilidad y fecundidad con respecto a sus controles
(Muzi-Filho et al., 2015). Se sabe que afecta diferentes parametros de la
histofisiologia testicular.

5. HIPOTESIS
La subnutricién durante las etapas de gestacion y lactacion de ratas macho

afecta su histofisiologia testicular en diferentes etapas de la vida luego del
nacimiento y hasta la vida adulta.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar si existen efectos de la subnutricion durante la gestacién y la
lactacion de ratas macho sobre el desarrollo histolégico del testiculo, afectando
la dinamica celular (proliferacion/apoptosis) y la expresion de receptores de
androgenos en animales neonatos, puberes y adultos.
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6.2 Objetivos Especificos

1) Determinar si la distribucién y abundancia relativa del receptor de
andrégenos (AR) de los testiculos en las CS, CL, CM y gonocitos de ratas
macho subnutridas in utero y hasta los 25 dias de edad es igual a la de sus
controles a los 2, 25 y 100 dias de nacidos.

2) Determinar si el numero de CS, CL, CM y gonocitos destinadas a la
apoptosis (positivas a la caspasa 3) de los testiculos de ratas macho
subnutridas in utero y hasta los 25 dias de edad es igual al de sus controles a
los 2, 25 y 100 dias de nacidos.

3) Determinar si el numero de CS, CL, CM y gonocitos en proliferaciéon (PCNA
positivas) de los testiculos de ratas macho subnutridas in utero y hasta los 25
dias de edad es igual al de sus controles a los 2, 25 y 100 dias de nacidos.

7. MATERIALES Y METODOS

Todas las maniobras descritas sobre los animales fueron informadas
previamente al comité de ética en el uso de animales (CEUA) de la Facultad de
Veterinaria (Protocolo 573-17) y a partir de su autorizacién se llevé adelante los
experimentos que a continuacion se detallan.

En el presente trabajo se utilizé ratas (hembras y machos) de la cepa Sprague-
Dawley. Se realizé un experimento principal del que se desprenden los
resultados de este trabajo y un experimento preliminar que se utiliz6 como
puesta a punto de algunas variables que se utilizaron en el experimento
definitivo.

7.1. Experimento preliminar:

Con el objetivo de generar datos dia a dia sobre el consumo de los animales
durante la gestacion, se llevd adelante un ensayo preliminar. Se utilizé 6
hembras similares en edad (3 meses de vida) a las del experimento definitivo,
primiparas, de la misma cepa (Sprague-Dawley) y cubiertas por el mismo
macho. Las condiciones ambientales fueron las mismas que se utilizaron
posteriormente (en el experimento definitivo) incluyendo quién manipuld los
animales y el alimento. Luego de determinar efectivamente la prefez, se
registro el peso corporal y el consumo de alimento dia a dia a lo largo de toda
la gestacién. De este experimento se obtuvo valores promedio de consumo ad
libitum por dia a lo largo de la gestacion. A este valor se le calculd el 40%, que
fue el consumo diario durante la gestacién del grupo tratado en el experimento
definitivo.
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7.2. Experimento definitivo:

El experimento abarcé la restriccion alimentaria de las crias durante la
gestacion (restringiendo la alimentacion materna) y la lactacion (aumentando el
numero de crias lactantes por camada) y se llevé a cabo en el laboratorio de
experimentacion animal de la Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica, Uruguay.

Se trabajé con 20 ratas Sprague-Dawley primiparas, servidas por un mismo
macho, con pesos corporales de 246 + 4,0 gramos, y 3 meses de vida al inicio
del experimento. Fueron asignadas al azar a uno de dos grupos experimentales
segun se describe a continuacion.

Los animales fueron alojados con 12hs de luz, a 22°C y 50% de humedad

ambiente. Se utilizé siempre el mismo tipo de racion balanceada para laucha
(23% proteina; 8% fibra; 2,5% calcio; 1,25% fosforo).

Periodo de gestacion del experimento

Se diagnosticd gestacidn por frotis vaginal diario (Marcondes et al. 2002),
implico colocar y retirar en la misma maniobra 100 microlitros de suero
fisiologico intra-vaginal con cuentagotas. Se observo al microscopio el liquido
resultante extendido en un portaobjetos y se tomé como dia 1, al dia de la
aparicion de espermatozoides en el frotis.

Con las hembras positivas se organizo los siguientes grupos experimentales:
Grupo control (grupo C, n=10): alimentado ad libitum con agua y racién.

Grupo restringido (grupo R, n=10): alimentado durante toda la gestaciéon y
hasta el parto con 40% del consumo ad libitum diario materno (obtenidos en un
experimento preliminar); los consumos fueron ajustados con el registro de
consumo de los animales ya adjudicados al grupo control, diariamente a lo
largo de la gestacion.

Las ratas gestadas tratadas fueron alojadas en jaulas que contaban con un
entrepiso que permitia que las hembras adultas (madres gestantes) accedieran
al alimento y al agua pero evitaba que las crias tuvieran acceso al alimento de
forma anticipada.

En ambos grupos se tomo diariamente el peso corporal materno y se establecio

como punto final en los animales tratados la pérdida de mas del 10 % del peso
corporal inicial.

Periodo de lactacion del experimento

Desde el dia del parto (dia 22 del experimento) ambos grupos de madres
pasaron a tener alimento y agua ad libitum. Las camadas del grupo C estaban
compuestas por 8 crias (retirando o agregando crias marcadas de otras
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madres si era necesario) hasta el destete, mientras que en el grupo R tuvieron
14 crias por camada durante la lactacién. Las madres fueron pesadas cada 7
dias durante este periodo, que durd 25 dias. Los cachorros fueron identificados
de manera individual por perforaciones en el pabellén auricular a los 20 dias de
vida.

Periodo de crecimiento adulto

Una vez destetados los animales (25 dias de vida) se los coloco en cajas de a
5 individuos, con alimento y agua ad libitum hasta llegar a los 100 dias de vida.

Figura 1: el experimento se puede resumir con el siguiente esquema:

Frotis positivo, Muestreo 1: Muestreo 2: Muestreo 3:
Comienza gestacion 2 dias de vida 25 dias de vida 100 dias de vida

,, ,, ,, l
% >

v N Y v 1
Periodo de restriccion in |||Periodo de restriccion por Periodo sin restriccién
utero camada grande
Parto

7.3. Muestreos y procesamiento histolégico

Se tomd muestras a tres edades diferentes, 2, 25 y 100 dias. A esas edades,
todos los animales fueron pesados y sacrificados. Los neonatos de 2 dias de
vida (C, n= 10, R, n= 10) fueron decapitados con tijera mientras que los
pertenecientes a los muestreos de 25 (C, n= 10, R, n=10) y 100 (C, n= 10, R,
n= 10) dias de vida, fueron anestesiados con tiopental sédico intraperitoneal
(40 mg/kg) previo a la decapitacion.

Sus testiculos derechos e izquierdos fueron disecados, pesados y fijados por
inmersion con solucion fijadora de Bouin durante 12 horas y almacenados en
etanol 70° (v/v). Posteriormente, fueron procesados con pasajes en
concentraciones crecientes de etanol, impregnados en cloroformo y finalmente
en parafina liquida para confeccionar bloques que luego se cortaron en
secciones de 5 micrémetros de espesor.
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7.4. Inmunohistoquimica

Para el receptor de andrégenos (AR)

Los cortes fueron tratados con un anticuerpo primario de ratén anti AR humano
(AR N-20 SC-816, Santa Cruz, USA), kit amplificador Mach 2 Double (Mouse-
HRP + Rabbit-AP, Polymer detection kit, Biocare medical, USA) y cromdgeno
DAB. Se utilizdé como control negativo un corte histolégico sin aplicarle
anticuerpo primario. Se describié la abundancia relativa de AR como la
intensidad relativa presente en células de Sertoli, de Leydig, mioides y
gonocitos, evaluando la positividad de 300 células de cada tipo e individuo por
medio de una escala semicuantitativa de intensidad de color (IC): O- sin color,
1- débil, 2- moderado, 3- intenso. Se cuantificdé la positividad calculando el
score de positividad (SP) de la siguiente forma:

SP=1 xn (IC1) + 2 x n (IC2) + 3 x n (IC3), donde n = numero de células
exhibiendo IC =1, 2 0 3, expresado en % (Boos et al. 1996).

Para células en proliferacion (PCNA) y en apoptosis (caspasa 3)

Se utilizé en Iaminas diferentes, obtenidas de cada animal, ya fuera anticuerpo
primario compuesto anti caspasa 3 (AB 4051, Abcam, UK) o anti PCNA (Dako
MO0879, USA). Se utilizdé el mismo kit amplificador que para el AR. Se conto6 asi
el numero de CS, CL, CM y gonocitos positivas para cada antigeno y edad en
300 células ubicadas en cortes transversales de tubulo seminifero y sus
intersticios elegidos al azar y fue expresado luego como porcentaje.

7.5. Analisis estadisticos:

Todas las variables cuantitativas fueron expresadas como medias £ sem vy
analizadas por ANOVA. Se estudid las diferencias entre grupos en las
siguientes variables: scores de positividad, peso corporal y testicular. Se
estudid los efectos de grupo e individuo dentro de grupo, asi como la
interaccidon entre grupo y edad. Los valores fueron considerados diferentes a
P<0.05 y se estudio las diferencias post hoc entre grupos con tests de Tukey.
Para dichos analisis se utilizd el programa Statistica version 6 (Palo Alto CA,
USA).
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8. RESULTADOS

Ninguna madre muri6é durante la gestacion ni durante la lactacion, tampoco
se observo patologias durante el transcurso del experimento. Luego del
destete las madres fueron sacrificadas. Los valores de mortalidad en las
crias recién nacidas no fueron diferentes entre grupos durante el transcurso
del experimento y los descartes que se realizaron tuvieron el objetivo de
equilibrar el numero de crias lactando por camada.

En ninguna de las variables se encontré efecto de individuo (n.s.).

8.1. Peso corporal, testicular.

Tanto los pesos corporales como los testiculares de los animales tratados
(grupo R), fueron menores a los controles a todas las edades en que se
muestreo (tabla 1).

Tabla | - Peso corporal y testicular a los 2, 25 y 100 dias de vida (media * ds)

Peso corporal | Peso testicular
Edad |Tratamiento (g) (2)
2 Dias T 6.43 +£1.07* 10.0260 + 0.0005**
C 7.63 +0.56 0.0350 + 0.0005
25 Dias T 36.36 £3.2%*%* | (0.06 + 0.02**
C 61.39 + 6.28 0.12+0.04
100 Dias T 254.0 £26.9*%**| 1.29+0.16*
C 342.4 +£10.2 1.45+0.13

*: P<0.05; ™": 0.001<P<0.01; ***: P<0.001 comparados con el grupo control.
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8.2. Variables estudiadas por inmunohistoquimica
8.2.1. Receptor de andrégenos

El indice de positividad (IP) al RA en células de Sertoli solo mostrd diferencias
entre subnutridos y sus controles en los animales neonatos, siendo notorio el
mayor IP en los animales de 25 dias con respecto a las otras edades
estudiadas. En cuanto al IP al RA de las células de Leydig, no hubo diferencias
entre grupos de la misma edad; sin embargo, los animales de 25 dias fueron
diferentes a los neonatos y adultos, destacandose un mayor numero en el IP.
Las células mioides mostraron diferencias en el IP al RA a los 2 y 25 dias de
vida cuando se los comparé con sus controles y se mostraron las tres edades
diferentes entre si en su IP (Tabla Il). Los gonocitos no mostraron diferencias
entre subnutridos y sus controles. Hubo interaccion grupo*edad en el IP al RA
en células de Sertoli (*), el cual solo fue diferente entre grupos a los 2 dias de
edad, y en el IP al RA en células mioides, el cual fue diferente entre grupos a
los 2 y 25 dias de edad y no a los 100. Las imagenes resultantes de la corrida
de inmunohistoquimica contra RA y su control negativo asi como las células
evaluadas se muestran en la Figura 2.

Tabla Il — indice de positividad a la reaccién de inmunohistoquimica para el
receptor de androgenos estudiado en varias células del testiculo a los 2, 25 y
100 dias de vida en animales tratados y controles (media + ds).

Edades

2 dias 25 dias 100 dias
Células | T C T C T C
Sertoli 1.26 £ 0.21**a 1.65+0.17b | 1.96 £0.13¢ 2.07+0.11c 1.14+0.13a | 1.46 £0.22ab
Leydig 2.07+0.15a 223+0.10a | 26.92 +3.58b 28.85+3.75b 1.24+0.08a | 1.25+0.08a
Mioides 2.69 £ 0.04**d 2.80+0,05d | 1.34+0.097***a | 1.56+0.10b 228+0.12¢ | 2.30+0.17¢c
Gonocitos | 1.09 +0.09 1.14+£0.14 - - -

*: P<0.05; **: 0.001<P<0.01; **": P<0.001 comparados con el grupo control de la misma edad. Los

literales indican diferencias entre los grupos controles y tratados con igual y con diferente edad.
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Figura 2: En A, B y C se muestran cortes histologicos de testiculos con 2, 25 y
100 dias de vida tratados con la técnica de inmunohistoquimica con anticuerpo
primario anti receptor de andrégenos. En D testiculo de 100 dias de vida
utilizado como control negativo de la técnica al que no se le colocod el
primario. Con flechas de color se senalan las siguientes células: amarillas,
gonocitos; rojas, células de Leydig; celestes, células de Sertoli y negras,
células mioides. Las barras representan 50 pm.
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8.2.2. Células en apoptosis (caspasa 3 positivas)

Estudiada por inmunohistoquimica la proporcion de células en apoptosis
positivas contra caspasa 3, encontramos que tanto las células de Sertoli como
las de Leydig no mostraron diferencias entre tratadas y controles a las mismas
edades (no hubo efecto de grupo) y si se encontraron diferencias comparando
animales de diferentes edades (hubo efecto de edad). En cambio, si hubo
interaccion grupo*edad en el porcentaje de células mioides positivas a caspasa
3, con mayor numero de estas células en apoptosis en el grupo tratado en los
adultos (100 dias de vida, Tabla Ill). En cuanto a los gonocitos, no hubo
diferencia a las edades estudiadas. Las imagenes resultantes de la corrida de
inmunohistoquimica contra caspasa 3 asi como las células evaluadas se
muestran en la Figura 3.

Tabla

Porcentaje de células positivas a

la reaccion

de

inmunohistoquimica para caspasa 3 en varias células del testiculo a los 2,
25y 100 dias de vida en animales tratados y controles (media * ds).

Edades
2 dias 25 dias 100 dias
Células T C T C T C
Sertoli 8.57+0.60c | 8.51+0.86¢c | 5.83+0.60b | 5.06+ 1.08b 0.15+0,13a 0.14 +£0.013a
Leydig 8.81+0.12¢ | 8.77+0.15¢ | 2.05+0.10a | 2.10+0.15a 4.44 £ 0.44b 421+047b
Mioides 9.61 £0.11c | 9.64+0.14c | 495+0.92b | 5.13+0.76b | 8.49 +0.39***¢ 2.41+0.45a
Gonocitos | 7.76 £0.32 7.77 £0.55 - - -

*: P<0.05; **: 0.001<P<0.01; *™*: P<0.001 comparados con el grupo control. Los literales indican

diferencias entre los grupos controles y tratados con igual y diferente edad.
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Figura 3: En A, B y C se muestra cortes histologicos de testiculos con 2, 25y
100 dias de vida tratados con la técnica de inmunohistoquimica con anticuerpo
primario anti caspasa 3. En D: testiculo de 25 dias de vida utilizado como
control negativo de la técnica, al que no se le coloco el anticuerpo primario.
Con flechas de color se sefialan las siguientes células: amarillas, gonocitos;
rojas, células de Leydig; celestes, célula de Sertoli y negras, células mioides.
Las barras renresentan 50 um.
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8.2.3. Células en proliferacion (PCNA positivas)

Ninguna de las células estudiadas por inmunohistoquimica contra PCNA
mostré diferencias entre los grupos tratados y controles a los 2, 25 y 100 dias
de vida (Tabla IV). Sin embargo encontramos que la proliferacién de las células
de Leydig y mioides fue diferente segun la edad en la que fueron estudiadas.
No hubo interaccién grupo*edad (n.s.). Las imagenes resultantes de la corrida
de inmunohistoquimica contra PCNA asi como las células evaluadas se
muestran en la figura 4.

Tabla IV — Porcentaje de células positivas a la reaccion de inmunohistoquimica
para PCNA en varias células del testiculo a los 2, 25 y 100 dias de vida en
animales tratados y controles (media * ds).

Edades
2 dias 25 dias 100 dias
Células T C T C T C
Sertoli 86.40 +7.14 88.52 + 8.48 - - - -
Leydig 62.71 £ 1.70c 62.02+1.82¢ | 20.87+2.56b | 21.07 +2.54b 3.46 +£0.25* 3.48+0.19a
Mioides 80.81 £ 6.09¢ 84.42+£6.09c | 57.61 £492b | 50.74 £3.62b 3.45+0.19* 3.53+0.23a
Gonocitos 16.36 +£1.29 16.78 £ 1.11 - - - -

*: P<0.05; **: 0.001<P<0.01; *™*: P<0.001 comparados con el grupo control. Los literales indican
diferencias entre los grupos controles y tratados con igual y diferente edad.
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Figura 4: En A, B y C se muestra cortes histologicos de testiculos con 2, 25 y
100 dias de vida tratados con la técnica de inmunohistoquimica con anticuerpo
primario anti PCNA. En D: testiculo de 2 dias de vida utilizado como control
negativo de la técnica, al que no se le coloco el anticuerpo primario. Con
flechas de color se sefialan las siguientes células: amarillas, gonocitos; rojas,
células de Leydig; celeste, células de Sertoli y negras, células mioides. Las
barras representan 50 um.
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9. DISCUSION

La presente tesis aporta informacion original que suma al conocimiento
previamente existente sobre los efectos duraderos de la programaciéon por
subnutricion durante la vida uterina y posnatal temprana sobre la histofisiologia
testicular.

9.1. Peso corporal, testicular.

Los animales de dos dias de vida del grupo tratado presentaron pesos
corporales menores al nacimiento que sus controles. Esto nos dice que
alcanzé con la subnutricion en el periodo de gestacion, a los niveles aplicados
en el presente experimento, para provocar un retraso en el crecimiento de los
animales, lo cual coincide con los datos publicados anteriormente (Genovese et
al., 2011). Al estudiar a los animales de 25 dias de vida (prepuberales), los
tratados continuaron siendo menos pesados. Esta diferencia no fue solo
ocasionada por el tratamiento durante la gestacion, sino que se sumdé la
subnutricion a la que fueron expuestos durante la lactacion. EI mayor indicio de
la existencia de programacion fetal se vio en los animales de 100 dias de vida,
en los cuales el peso corporal continué siendo menor en los animales tratados
mucho tiempo después (75 dias) de terminar el periodo de subnutricion , y a
pesar de esto los animales no lograron compensar las diferencias generadas
en la vida temprana. Esto también coincide con hallazgos anteriores (Genovese
et al., 2010). Conjuntamente al peso corporal, se vio afectado el peso testicular
en las tres edades (2, 25 y 100 dias de vida), lo cual confirma lo encontrado por
otros equipos donde se observd una correlacién entre el peso corporal y el
peso testicular en otra especies (Bredd y Taylor, 2000).

Hasta donde sabemos, este es el primer reporte que estudia los efectos de la
programacion fetal sobre la dinamica de proliferacion y la apoptosis en las CS y
CM, a pesar de no haber encontrado diferencias entre los grupos
experimentales a causa del tratamiento. En animales de 100 dias de vida se
encontré una mayor positividad a caspasa 3 (indicando un mayor nivel de
apoptosis) en los animales del grupo subnutrido. De lo anterior se desprende
que la subnutricidon en etapas tempranas de la vida incrementa la apoptosis de
las CM en las ratas adultas del grupo tratado hasta en cuatro veces segun su
expresion de caspasa 3, al menos en nuestras condiciones de trabajo.

En relacion al RA sabemos que para que el testiculo pueda cumplir sus
funciones con normalidad, es fundamental la expresion normal de este receptor
especialmente en las SC y las CM (O'Hara y Smith, 2015). Por otro lado, la
produccion del RA es estimulada a nivel local por los andréogenos producidos
por las CL (Wang, Yeh, Tzeng y Chang, 2009). No encontramos diferencias en
la intensidad con la que se expresé el RA en las CM de los animales adultos
tratados, lo cual sugiere que estos animales pueden responder a los niveles de
andrégenos locales de la manera similar a sus controles. Las diferencias
halladas en los animales neonatos y puberes pueden indicar que en etapas
tempranas las CM no son capaces de producir RA normalmente. Aunque este
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mismo fendmeno ocurrié en las SC de neonatos, cuando estos se convirtieron
en adultos esas diferencias desaparecieron. Esto podria indicar que tanto las
SC como las CM en adultos tratados son capaces de sintetizar RA en cantidad
similar a sus controles, y por lo tanto, su espermatogénesis no estaria afectada
por la falta de este receptor. Al comparar el IP entre las distintas edades,
encontramos que para las CS y CM los mismos tienen pequenas variaciones a
lo largo de la vida, sobre todo en comparacion con el IP de las CL, y
particularmente en la pubertad. Esta diferencia entre las CS y CL en la forma
en la que expresan AR de forma estable durante la vida y en forma de pico en
la pubertad respectivamente, ya habia sido encontrada por otros equipos en el
pasado (Abd El-Meseeh et al., 2016).

Considerando el efecto del tratamiento en su totalidad se vuelve aparente que
causo efectos mas marcados durante la gestacion que después de ésta, lo cual
podria explicar por qué la mayoria de las diferencias aparecen a los dos dias
de vida y no en etapas posteriores. También podria formar parte de la
explicacion de este fendmeno el hecho de que durante la lactacion los animales
con problemas serios en su desarrollo fueron descartados. La explicaciéon
podria encontrarse en la alimentacion de los animales. Los cachorros en la
camada lactan estableciendo un orden que no puede ser manipulado. Sumado
a esto, a medida que se vuelven progresivamente capaces de comer racién a
partir de los 15 dias de vida y las madres les proveen acceso a la misma es
posible que tanto el comportamiento de la madre como el de las crias
favorezca el crecimiento compensatorio a medida que aumentan su consumo
de racién a expensas de la lactacion.

Paradodjicamente se observd que mientras el porcentaje de positividad a
caspasa 3 de las células de Sertoli y de Leydig (pero especialmente en las de
Sertoli) disminuyé a medida que los animales envejecian, se observo que la
variabilidad (expresada como desviacion estandar de la media) de esas
variables aumentd en relacion a la cifra de las medias absolutas. Esto indica
que la mortalidad celular es mucho mas variable en los animales adultos que
en los jovenes, y que tal vez, no todos los animales responden de forma similar
a los efectos de la programacién fetal de las células de sus testiculos por
subnutricion, incrementando de esta forma la variabilidad entre individuos.
Parece ser que los efectos a largo plazo de nuestro tratamiento se vuelven
paulatinamente mas variables a medida que los animales envejecen.

Las variables estudiadas no fueron diferentes en las células de Leydig; esto
podia esperarse, teniendo en cuenta que las CL mantienen su capacidad de
dividirse durante toda la vida, y que ademas, en el intersticio existen células
precursoras con la capacidad de diferenciarse en CL en respuesta a las
necesidades endocrinas del testiculo y el organismo (Hardy, Zirkin y Ewing,
1989).

Las CM son similares a las CL en que son capaces de dividirse durante toda la
vida y pueden compensar los efectos del tratamiento en etapas posteriores. A
pesar de esto demostramos que a consecuencia de nuestro tratamiento las CM
de los animales tratados fueron menos sensibles a los andrégenos que sus
controles. Los androgenos permiten la contractilidad y la secrecién de estas
células, por lo tanto esas funciones podrian estar afectadas en animales que
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fueron subnutridos durante las etapas tempranas de la vida.

10. CONCLUSIONES

La expresion del RA en las CS y las CM del testiculo de ratas de 2 y de 25 dias
de vida fue afectada por la subnutricion durante la gestacion y durante la
gestacion y la lactaciéon respectivamente. A los 100 dias de vida no se observo
efecto del tratamiento en la expresion de este receptor en ninguno de los tipos
celulares observados.

A los 100 dias de vida la subnutricién durante la gestacion y posteriormente
durante la lactacion produjo un incremento en el porcentaje de CM positivas a
la CASPASA 3 (en apoptosis).

No detectamos diferencias en el porcentaje de células en proliferacion entre
los animales tratados y controles, en ninguna de las células estudiadas y a
ninguna de las tres edades.

En conclusion, el presente trabajo demuestra que a diferencia de lo que ocurre
con las SC y las CL, las dinamicas poblacionales de las CM son pasibles de
programacion fetal mediante la subnutricién, teniendo como resultados tasas
de apoptosis mas altas, y en consecuencia afectando la histofisiologia
testicular de estos animales en la vida adulta.
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