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Resumen

En el testiculo de los roedores adultos, la pared de los tabulos seminiferos (TS) esta com-
puesta por una monocapa de cé¢lulas mioides peritubulares (c¢lulas MP) y una monocapa de celulas
endoteliales (CE). Las c¢lulas MP son un tipo de celula muscular lisa, ya que expresan las proteinas
especificas de este linaje, como Ol-actina, desmina y miosina Il muscular. La c¢lula MP exhibe fun-
ciones contractiles involucradas en el transporte de los espermatozoides y del fluido testicular a lo
largo del TS. La endotelina-1 (ET-1), un peptido que en el testiculo es sintetizado por las cé¢lulas de
Sertoli, produce la contraccion del TS al actuar sobre las ce¢lulas MP que expresan los receptores a
esta hormona. De acuerdo a la clasificacion de las células MP como células musculares lisas y al
poco conocimiento que existe sobre su citoesqueleto y su modo de contraccion, a lo largo de esta
tesis se evaluo en animales adultos y en desarrollo, la organizacion no solo del aparato contractil
sino tambien de otras estructuras celulares y proteinas que estan implicadas en la respuesta de una
célula muscular a estimulos constrictores. Ademas, se analizaron los efectos que ET-1 desencadena
no solo en la célula MP sino también en los otros componentes de la pared del TS, como las mem-
branas basales, el colageno y las CE. La descripcion de estos cambios se realizo por medio del uso

de diferentes microscopios: optico, confocal y electronicos de trasmision y barrido.

Asi, se observo que dentro de las células MP los filamentos de actina (FA) y los filamentos de
miosina (FM) se organizan en dos capas independientes. La capa interna (dirigida hacia el epitelio
seminifero) y externa (dirigida hacia el intersticio) presentan filamentos distribuidos perpendicula-
res y paralelos al eje principal del TS, respectivamente. En cada capa, los FA y los FM presentan la
misma orientacion y, al igual que en el musculo liso, colocalizan de una manera casi completa.
Ademas de un citoesqueleto altamente organizado no observado en otra c¢lula muscular, la celula
MP tiene abundantes caveolas en las membranas plasmaticas de la cara interna y externa que adop-
tan una disposicion en fila que se complementa con la de los FA de la capa subyacente, por lo que
aparecen filas dos direcciones, perpendiculares y paralelas al eje del TS. Por accion de metil-B-
ciclodextrina, se desintegran las caveolas y caveolina-1 no forma filas sino que se distribuye en toda
la celula. Respecto a los receptores de ET-1, se encontr6 que tanto el receptor de ET-1 tipo A
(ET,R) como el tipo B (ETR) estan dispuestos en hileras que se orientan perpendiculares y parale-
las al eje tubular, y que colocalizan de una manera casi completa con los FA de cada capa. ET-1
induce la contraccion de los TSs: se reduce su diametro y longitud, lo que desencadena en la expul-

sion del contenido tubular. En las secciones transversales de los TSs contraidos la célula MP aumen-
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ta de grosor, cambia su forma de poligonal aplanada a conica y su nucleo se pliega. Las membranas
basales del epitelio y de la c¢lula MP se ondulan mientras que el colageno cambia su disposicion
ubicandose perpendicular a éstas. En las CE aparecen multiples prolongaciones digitiformes peque-
fas que cubren su superficie. Los FA y los FM mantienen la organizacion en dos capas independien-
tes, aunque en cada capa aumenta el grado de entrecruzamiento entre ellos. El area tangencial celu-
lar se reduce como consecuencia de la contraccion de la celula a lo largo del eje x (en direccion al

eje del TS) y del eje y (perpendicular al eje tubular). Cuando se desestabilizan las caveolas con me-

til-B-ciclodextrina, las células MP dejan de responder a ET-1. Para determinar si ET-1 produce una
contraccion diferente en cada una de las capas de miofilamentos de la ce¢lula MP, los TSs se prein-
cubaron con antagonistas que bloquean la actividad de ET,R o de ETR. Asi, se observo que la con-
traccion celular a lo largo del eje x se desencadena principalmente por la activacion de la via del
ET,R, mientras que la del eje y se realiza principalmente a traves de la via del ET;R. En conjunto,
estos resultados demuestran que la celula MP, a pesar de tener 1,9 pm de espesor, dispone de una
maquinaria contractil altamente organizada y especializada, en la que estructuras implicadas en el
control de la contraccion (caveolas y receptores de ET-1) se orientan segtn las dos capas de miofi-
lamentos que coexisten en la misma celula y que le permiten poder contraerse en dos direcciones

diferentes.

Durante el desarrollo postnatal del testiculo se observo que la célula MP cambia su forma y la
organizacion de los filamentos a medida que se establece y progresa la espermatogenesis. Llamati-
vamente, las dos capas de FA no aparecen simultaneamente: primero lo hace la capa interna y luego
la capa externa. Con so6lo una capa (dia 13 a 23 postnatal) la celula MP es capaz de contraerse, al
principio lo hace inicamente a lo largo del eje y, mientras que una vez que estan establecidas las dos
capas (dia 30 postnatal) la célula se contrae en las dos direcciones en las que se disponen los FA.
Existe una estrecha relacion entre las ce¢lulas MP y las celulas de Sertoli que influye en los eventos
que conducen a la maduracion de la c¢lula MP y que la convierten en una cé¢lula muscular altamente

organizada, con un citoesqueleto particular y con un rol crucial en la contraccion del TS.
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Capitulo 1
INTROPUCCION

Este trabajo brinda conocimientos sobre las células que participan en la contraccion del tubulo seminifero
de rata. En la introduccion se describiran las caracteristicas que poseen las células musculares lisas que constitu-
yen tejidos que experimentan contraccion, dentro de las cuales se hara hincapié en el modo de organizacion no
solo del aparato contrdctil sino también en el de otras estructuras que estan implicadas en la contraccion celular
Luego, se presentard informacién sobre la estructura y funcion de los tubulos seminiferos del testiculo de rata y se

describiran los conocimientos existentes sobre las células mioides peritubulares y sobre el desarrollo del testiculo.

Esto temas aportaran los conceptos necesarios para comprender y discutir los resultados de esta tesis.
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[, Células de miisculo liso

Las celulas de musculo liso son c¢lulas fusiformes, exhiben propiedades contractiles y forman

. . . . .
parte de varios organos internos, donde la contraccion muscular cumple funciones especificas. Por
ejemplo, bajo el control de diversos mecanismos involuntarios, la contraccion de las celulas de
musculo liso de la pared de los vasos sanguineos regula la presion del flujo de la sangre. En el tracto
gastrointestinal, la contraccion celular permite el movimiento del alimento a traves del intestino y
en el caso del sistema respiratorio, la contraccion excesiva contribuye a distintas patologias entre las

que se encuentran el asma y las reacciones alérgicas.

Las celulas musculares, a pesar de estar diferenciadas, retienen la capacidad de moldear su fe-
notipo entre uno inmaduro y uno contrdctil por medio de cambios reversibles que son controla-
dos por factores externos y/o por la regulacion de la expresion de genes especificos. El fenotipo
inmaduro se caracteriza por una tendencia a proliferar y/o sintetizar componentes de la matriz
extracelular u otras proteinas biologicamente activas. Las c¢lulas que exhiben una capacidad incre-
mentada a proliferar tienen una gran cantidad de organelas para la sintesis de lipidos y proteinas
(reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi) y menor cantidad de caveolas y de proteinas del apara-
to contractil. Ademas, las c¢lulas con el fenotipo inmaduro tienen suprimida la respuesta a agonistas
contractiles. Por otro lado, el fenotipo contractil se caracteriza por la escasa presencia de organelas
sinteticas, por la acumulacion de proteinas involucradas en el aparato contractil y por la gran canti-
dad de caveolas en la membrana plasmatica. Este fenotipo se induce ya sea por la accion del factor
de crecimiento transformante-f3 (TGF-[3), por insulina o por laminina (entre otros) que activan vias
de sefializacion que estan asociadas en el control transcripcional y traduccional de las proteinas es-
pecificas del musculo liso, tales como Q-actina, caldesmona, desmina y la cadena pesada de la mio-

sina de musculo liso (Halayko y col. 2008). (Figura 1).

/. / Aparato Contractil

El citoplasma de las c¢lulas de musculo liso con fenotipo contractil se observa homogeneo al
microscopio optico, ya que las proteinas que componen el aparato contractil (actina y miosina) no
estan organizadas en sarcomeros como en el musculo esqueletico y cardiaco. El aparato contractil
de las células del musculo liso esta compuesto principalmente por filamentos finos o microfilamen-

tos, filamentos gruesos y por cuerpos densos.

Pégina -13-~



Dos capas independientes de miofilamentos constituyen el aparato contractil de las células mioides del testiculo de rata

Proliferativo/sintético Contractil
Abundantes organelas para sintesis de lipidos y proteinas Escasas organelas para sintesis de lipidos y proteinas
Proteinas contractiles limitadas Abundantes proteinas contractiles
Escasas caveolas Aparato contractil organizado
Abundantes caveolas

Maduracién

| =
5 |

Modulacién

Figura 1. Plasticidad fenotipica de las células musculares lisas. In vitro el proceso de modulacion en las
celulas musculares se induce por una baja densidad celular en los cultivos primarios, por la exposicion a
mitogenos (suero fetal bovino y factor derivado de plaquetas (PDGF)) y por la adherencia a componentes de
la matriz extracelular tales como fibronectina y colageno tipo I. La maduracién a un estado contractil ocurre
in vitro en los cultivos primarios con alta densidad de células, en respuesta a una deprivacion de mitéogenos y a
la adherencia a una matriz extracelular con laminina. (Figura extraida de Halayko y col. 2008)

1.1.1.Filamentos Finos

La actina (isoforma a, especifica de las c¢lulas musculares) es una proteina globular que po-
limeriza para formar filamentos largos de 7-8 nm de espesor que se disponen longitudinales al eje
principal de la célula. Los filamentos de actina son polarizados, es decir, poseen un extremo positi-
vo y otro negativo como consecuencia de la disposicion ordenada de las moléculas de actina que
siempre se ensamblan con la misma orientacion. El extremo positivo se denomina asi porque en ¢l
predomina la polimerizacion (adicion de nuevas moléculas de actina), mientras que en el extremo
negativo predomina la despolimerizacion. Por medio de la interaccion con proteinas moduladoras,
los filamentos de actina regulan no solo su formacion y destruccion, sino también su capacidad de

asociarse entre si con el fin de establecer estructuras tridimensionales diferentes.

Los filamentos de actina junto a los filamentos gruesos adoptan un arreglo que influye en el

modo en que la cé¢lula genera la fuerza responsable de la contraccion muscular.

1.1.2. Filamentos Gruesos

La miosina es una proteina fibrosa, cuyos filamentos tienen un diametro de 15 nm. Se conoce
que esta proteina esta implicada en la contraccion muscular por medio de la interaccion con la acti-

na.
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La miosina es una ATPasa, es decir, hidroliza el adenosin trifosfato (ATP) para formar adeno-
sin difosfato (ADP) y fosfato inorganico (Pi), reaccion que proporciona la contraccion muscular. La
miosina Il muscular es el isotipo de miosina responsable de producir la contraccion; esta compuesta
de 2 cadenas pesadas, cada una de 250 kDa y 4 cadenas livianas. Las cadenas pesadas constituyen la
cabeza y los dominios de la cola. Asi, cada molecula de miosina tiene una region globular de doble
cabeza unida a una larga cadena helicoidal de doble hebra. La porcion globular de la miosina ademas
de combinarse con la actina, tiene actividad ATPasica. Cada cabeza de miosina se une a su vez a dos
cadenas ligeras diferentes, con un peso de 20 y 17 kDa. La cadena liviana de miosina II de 20 kDa
(CLM 20) tiene funcion reguladora y participa activamente en la contraccion muscular, mientras
que la funcion de la cadena liviana de miosina II de 17 kDa (CLM 17) aln no es clara, aunque se

cree que contribuye a la estabilidad estructural de la molécula.

En las celulas de musculo estriado y cardiaco, las largas colas de doble hebra de las moléculas
individuales de miosina Il muscular se unen para formar filamentos gruesos que se disponen a lo
largo del eje longitudinal de la c¢lula, y que junto a los filamentos de actina forman los sarcomeros

que constituyen las unidades de contraccion del musculo.

En las células de musculo liso, los filamentos de miosina II estan intercalados entre los fila-
mentos finos pero no de una manera tan regular como en el musculo estriado y cardiaco. Sin em-
bargo, al igual que en ellos, el deslizamiento de los filamentos de miosina sobre los de actina produ-
ce la contraccion celular. La relacion entre los filamentos de actina y miosina en el musculo liso es
de 12:1 a 14:1, en comparacion con la que se observa en el musculo esquelético que es de 2:1 a
4:1, de tal manera que la fuerza generada por el musculo liso es mucho mayor que la del masculo

estriado (Figura 2).

1.1.3. Placas y cuerpos densos

Como se mencion6 previamente, el citoplasma de las células musculares lisas presenta un as-
pecto homogéneo, excepto por la presencia de unos grumos densos, espaciados y poco definidos
que se denominan cuerpos densos citoplasmaticos. En la cara interna de la membrana celular se
observan zonas densas de caracteristicas similares, llamadas placas densas subplasmaticas. Los cuer-
pos densos citoplasmicos se tihen selectivamente con anticuerpos fluorescentes especificos a la
O—actinina (proteina de union a actina), mientras que las placas densas de la superficie celular reac-
cionan con anticuerpos especificos a vinculina y a talina. Ambas estructuras sirven como sitios de

anclaje para los filamentos de actina.
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Cada unidad contractil formada por un conjunto de filamentos de actina y miosina (denomi-
nados de aqui en mas como miofilamentos) nace en los cuerpos densos citoplasmaticos, de manera
tal que los filamentos de actina de las dos caras de un cuerpo denso presentan polaridades opuestas.
Esta disposicion sugiere que los cuerpos densos del musculo liso son los equivalentes funcionales de
las bandas Z del musculo estriado. Al igual que ellas, los cuerpos densos anclan filamentos interme-
dios de desmina (de 10 nm de diametro) que forman un “tend6n” continuo que corre de extremo a

extremo dentro de la c¢lula y previenen asi del exceso de estiramiento (Figura 2).

awst C “we—_ Placa densa
sobre la

membrana

plasmatica

Cuerpo denso
@/citoplasmético_

Filamento
de miosina

Filamento
intermedio

|4 Filamento

" de actina

Figura 2. Aparato contrdctil del misculo liso. Micrografia electronica de una seccion transversal (A y D) y

de una seccion longitudinal (E), Esquema de una celula de musculo liso (B) y de la disposicion de filamentos
de actina, filamentos de miosina y de los cuerpos densos (C). (Figura extraida de Cell Biology de T.
Pollard, 2007).
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/2 . Disposiciones de las células musculares

Las células musculares lisas se organizan en diferentes patrones de alineamiento que reflejan
las acciones fisiologicas de los 6rganos en los que se encuentran (Kuo y Seow 2004; Longtine y col.
1985, Pollard y col. 2007). Por ejemplo, en los vasos sanguineos se observan células dispuestas
circunferencialmente al vaso, de manera que su contraccion disminuye el calibre luminal y reduce,
por tanto, el flujo de sangre. En las paredes intestinales, las celulas de musculo liso forman dos ca-
pas conceéntricas dispuestas de manera que las células de la capa interna estan orientadas circunfe-
rencialmente al tracto digestivo mientras que las células de la capa externa lo hacen longitudinal-
mente. Asi, la contraccion de la capa interna reduce el calibre luminal y la de la capa externa dismi-
nuye la longitud del intestino. La accion coordinada de ambas capas da lugar a las ondas peristalticas

de contraccion que se propagan a lo largo del intestino y que empujan su contenido (Figura 3).

A —

Filamento de actina Filamento de miosina Nuicleo Placa densa

Figura 3. A. Esquema de la organizacion del aparato contractil en las células musculares lisas de la traquea.
B. Esquema de la disposicion de las capas de células musculares lisas en la pared del intestino. C. Corte
transversal del intestino tefiido con hematoxilina-eosina. Flecha: Eje longitudinal de la célula.

]5 Contraccion muscular
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Para que se produzca la contraccion muscular es necesario que se desencadene una secuencia
de tres reacciones: la union de calcio i6nico (Ca'’) a calmodulina, la activacion de la proteina quina-
sa que fosforila la CLM 20 y finalmente la fosforilacion de la cadena regulatoria de miosina. Como
resultado de este proceso, se activa el ciclo ATPasa de miosina que media la interaccion de miosina
con actina (Figura 4). El grado de fosforilacion de la cadena liviana depende a su vez de una via de
sefializacion que inhibe a la proteina fosfatasa de miosina. La estimulacion de los receptores asocia-
dos a proteinas G triméricas induce la activacion de la proteina Rho A GTPasa, la cual estimula a su
vez a una proteina quinasa que inhibe a la fosfatasa de la CLM 20, de tal manera que se incrementa

el nimero de moleculas de miosinas fosforiladas y por lo tanto, de miosinas activas (Figura 4).

B
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:F_rs proteina G trimérica.
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Figura 4. Activacién de la contraccién del misculo liso. A. A causa de la contraccion la célula del masculo
liso en forma de huso se convierte en una célula con pliegues. El grafico muestra el proceso de la activacion
de la contraccion a medida que transcurre el tiempo, el cual consiste en el incremento de los niveles de Ca™”
en el citoplasma, en la fosforilacion de la cadena liviana regulatoria de miosina (CLM 20) y en el desarrollo
de la fuerza. La fosforilacion de la CLM 20 es requerida para inicar, pero no para prolongar la contraccion
del musculo liso. B, Vias de sehalizacion que controlan la fosforilacion de la CLM 20. La estimulacion de los
receptores asociados a proteina G conduce por un lado a la produccion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP;) por
accion de la fosfolipasa C y por el otro a la liberacion de Ca™ al citoplasma. El Ca"’ se une a la calmodulina
(CM), lo cual activa a la quinasa de la CLM 20 (QCLM). La QCLM fosforila los sitios activos de la CLM 20,
mientras que la fosfatasa de la CLM 20 revierte la fosforilaciéon de la molécula de miosina. La activacion de
Rho GTPasa con GTP estimula a la Rho-Quinasa, la cual fosforila e inactiva a la fosfatasa de la CLM. Esto
hace que el sistema sea mas sensible a los niveles de Ca", ya que la fosforilacion de la CLM 20 se vuelve
prolongada. (Figura extraida de Cell Biology de T. Pollard, 2007).

]. 4 Caveolas

Las celulas musculares lisas con fenotipo contractil poseen abundantes caveolas, unas invagi-

naciones de la membrana plasmatica ricas en colesterol y esfingoh’pidos que son morfol(')gicamente
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distinguibles de las vesiculas recubiertas de clatrina. El tamafio de las caveolas oscila entre 50 y 100
nm, presentan forma de botella y pueden encontrarse aisladas o agrupadas. Estas estructuras, que
también estan presentes en las celulas endoteliales (aunque en menor cantidad), generalmente in-
ternalizan y participan en el transporte de sustancias dentro de la cé¢lula. Sin embargo, en las celulas
musculares lisas las caveolas son fijas (Taggart, 2001). La estructura lipidica de las caveolas se esta-
biliza por complejos oligomeéricos de proteinas integrales de membrana denominadas caveolinas.
Existen tres tipos de caveolinas que se expresan a partir de genes diferentes: caveolina-1 (Cav-1),
caveolina-2 (Cav-2) y caveolina-3 (Cav-3), donde Cav-1 y Cav-3 tienen la capacidad de inducir

independientemente la formacion de las caveolas (Halayko y col.2008).

Numerosos receptores, proteinas de sefializacion y canales ionicos son secuestrados en las ca-
veolas y, de esta manera, se crean focos para la regulacion de diversas actividades celulares. La ca-
pacidad que tienen las caveolas de secuestrar diversas proteinas se debe a la estructura de las caveo-
linas. Cav-1 es una proteina de 22-kD que se integra a la membrana plasmatica a traves de dos do-
minios de asociacion a membrana (MADS) que se encuentran en el extremo amino terminal (N-
MAD) y en el extremo carboxilo terminal (C-MAD). En el extremo amino terminal hay una region
denominada dominio caveolin-scaffolding (CSD) que tiene afinidad por aquellas moléculas de sefali-
zacion que posean en su estructura el dominio de union a caveolina (CBD). Se han identificado un
gran numero de proteinas asociadas a las caveolas que poseen este dominio (receptores tirosina
quinasas, subunidades Ga, RhoA, proteina quinasa C, entre otras), muchas de las cuales tienen
roles bien definidos en el control de la contraccion del musculo liso y de la proliferacion celular.
Asl, las caveolinas interactian con proteinas de sefalizacion pero no desencadenan sefales intracelu-
lares de por si. Sin embargo, ajustan la actividad de las cascadas de transduccion de senales que con-

trolan toda la gama de fenotipos y funciones del musculo liso (Figura 5).

En la membrana plasmatica de las células musculares lisas con un fenotipo contractil, las ca-
veolas se ordenan en hileras a lo largo del eje longitudinal de la c¢lula y acompanan a los miofila-
mentos subyacentes. Las caveolas parecen unirse indirectamente con la red de actina a traves de la
interaccion que se establece entre Cav-1 y B-distroglicano (subunidad transmembrana del complejo
distrofina-glicoproteina (DGC). A través del B-distroglicano, el DGC esta unido a la actina por
medio de la distrofina, mientras que la subunidad a-distroglicano se une a la laminina de la matriz
extracelular. Distrofina es una proteina que posee un dominio de union a actina en el extremo ami-
no terminal (Figura 5). Uno de roles claves del DGC en el musculo liso es estabilizar la membrana
plasmatica para protegerla del dano provocado por la fuerza mecanica. Se sugiere que la interaccion

entre B-distroglicano y Cav-1, la cual es criticamente importante para el mantenimiento de las in-
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vaginaciones de las caveolas, es la que determina la distribucion tipica de las caveolas. Este modo de

organizacion de Cav-1 esta altamente relacionado con el secuestro y funcion de las proteinas de
~ 1- . . . . R . +2

sefializacion que se encuentran proximas, cuya funcion entre otras es mediar la liberacion de Ca

intracelular (Sharma y col. 2010).

Ldmina Basal

%
Laminina

Distrofina

F - actina

Figura 5. Relacion entre Cav-1y el complejo distrofina-glicoproteina (DGC) y su asociacién con la via
de sefializacion mediada por el receptor asociado a proteina G. Para simplificacion, se detalla un homo-
dimero de Cav-1. La Cav-1 esta anclada a la cara citosolica de la membrana plasmatica a traves de los domi-
nios N-MAD (rojo) y C-MAD (negro). Los dominios WW (azul) de ambas Cav-1 y de la distrofina tienen
afinidad por los dominios de unién a WW que tienen el motivo consenso PPXY, presentes en B-
distroglicano (B-DG). Distrofina actia como un puente entre el DGC y el citoesqueleto de filamentos de
actina. El DGC esta unido también a la lamina basal por medio de la subunidad a-distroglicano (a-DG). El
dominio caveolin scaffolding (CSD, mostrado en rojo) de Cav-1 se superpone con el dominio N-MAD vy sirve
como un punto de anclaje para diversas proteinas de sefializacion (subunidad Gal, proteina quinasa C (PKC)
y RhoA, entre otras) que tengan el dominio de union a Cav-1 (CBD). Luego del intercambio de GDP por
GTP, las subunidades Gaq se asocian con la fosfolipasa C activa (PLCB1), la cual cataliza la hidrolisis de
fosfatidilinositol 4,5- bifosfato (PIP2) para producir el segundo mensajero diacilglicerol (DAG) e inositol
1,4,5-trifosfato (IP;). IP; se une a su receptor presente en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) y
media la liberacion rapida del Ca™ contenido en su interior hacia el citoplasma. La movilizacion de Ca™

citosolico es requerida para iniciar la contraccion de las células musculares lisas. (Figura extraida de Halay-

ko y col. 2008)

/5 Transportadores de calcio

. +2 . .
En las celulas musculares lisas los transportadores de Ca™ " controlan el mantenimiento de los
. . +2 . +2 . . . .
niveles bajos de Ca', el incremento de Ca " necesario para la contraccion y la restitucion de los

. +2 . . .
niveles normales de Ca™" que se requieren para que se alcance la relajacion. Para que se produzcan
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. . +2 . . . +2
estas oscilaciones de Ca™” se precisa tanto de la salida e ingreso de Ca™* a la c¢lula a traves de la
. . . +2 .
membrana plasmatica como de la liberacion del Ca™” que esta contenido en el reticulo endoplasma-

tico (RE) seguido de su posterior rellenado.

En las celulas musculares lisas viscerales el ingreso de Ca" es controlado principalmente por
el potencial de membrana, ya que esto determina la apertura de los canales de Ca™ operados por
voltaje. Los canales de Ca™ tipo L son los que en mayor medida se expresan en las células muscula-
res lisas y son los responsables del ingreso de la mayor parte del Ca" requerido para activar a los
miofilamentos. Por otro lado, para que los niveles de Ca"” retornen a las condiciones normales yla
célula sea capaz de responder nuevamente a un estimulo contractil, se requiere de la accion de al-
guno de los dos transportadores que estan implicados en la salida de Ca"’: el canal Ca"’-ATPasa de
la membrana plasmatica (PMCA) o el intercambiador Na“/Ca"? (Figura 6). Existen trabajos que
mencionan que estos transportadores se encuentran en las regiones de la membrana plasmatica en-
riquecidas de caveolas (Blaustein y col. 2002), donde el intercambiador Na"/ Ca" reside en los
microdominios de la membrana plasmatica que estan cercanos al RE, mientras que el PMCA tiene
una distribucion mas uniforme. Como resultado de esta disposicion, Juhaszova y col (1996;1997)
proponen que el PMCA regula los incrementos de Ca"’ que se producen en la célula de una manera
globalizada y que el intercambiador Na“/Ca" regula lo que sucede en los pequefios espacios exis-

tentes entre la membrana plasmatica y el RE.

Los transportadores de Na'/Ca™ utilizan el gradiente de Na* para producir la eliminacion
del Caﬂcitoplasmético. En cada ciclo, un ion de Ca™ se intercambia por tres iones de Na'. Esta
reaccion de intercambio ocurre en dos direcciones, seglin sea la concentracion de Na' relativa. Asi,
si disminuye la concentracion de Na' extracelular, el Na* contenido en el interior de la célula sale y
el Ca™ ingresa. Arnon y col. (2000) observaron que en ausencia de un incremento global de Na*
intracelular, si se producen cambios locales de la concentracion de Na" en microdominios funciona-
les de la membrana plasmatica, se puede regular el intercambiador y asi promover el ingreso de
Ca". Ademas, si la depresion de Na" en el medio extracelular es prolongada, los niveles aumenta-
dos de Ca" dentro de la célula inducen el proceso de liberacion de Ca"” inducida por Ca" desde el

RE.

La estimulacion de los receptores asociados a proteinas G con los agonistas conduce a la
hidrolisis de fosfatidilinositol 4,5- bifosfato por medio de la accion de la enzima fosfolipasa C
(PLCB), de tal manera que se producen los segundos mensajeros diacilglicerol (DAG) e inositol
1,4,5-trifosfato (IP,). El principal efecto de IP, dentro de la célula es conducir la liberacion de Ca™

desde el RE a traves de los receptores de IP; (IP;R) que estan presentes en la membrana de esta
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organela. Por otro lado, el Ca"* del citoplasma puede unirse a los receptores de rianodina (RyR) e
inducir la liberacién de una mayor cantidad de Ca"* desde el RE en un proceso conocido como Jibe-
racién inducida por calcio (Figura 6). Estos hechos demuestran el importante rol que cumple el RE
como una fuente intracelular de Ca". La capacidad del RE de contener concentraciones de Ca"’
mayores que el citoplasma requiere el transporte activo de Ca™* por medio de la bomba Ca™*-
ATPasa, conocida como SERCA (Figura 6). Diversos trabajos mencionan que la bomba SERCA, los
RyRs y los IP;Rs no adoptan una distribucion homogénea en la célula, sino que estan proximos a las

caveolas (Nixon y col. 1994; Shmygol y Wray 2004).

ATPasa de Calcioen la
membrana plasmitica

Figura 6. Esquema representativo de los transportadores de calcio presentes en el misculo liso. (Figura
extraida de Principios de la Biologia Celular, http://wwsw.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-
14/CB14.html)
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2. El testiculo

El testiculo de los mamiferos contiene tibulos seminiferos (TSs) que se disponen en asas ple-
gadas con ambos extremos dirigidos hacia la rete testis (Figura 7). Los TSs, responsables de la pro-
duccion de espermatozoides, estan constituidos por un epitelio estratificado germinativo que apoya
sobre una membrana basal. La pared del TS de roedores adultos esta constituida por una monocapa
de c¢lulas mioides peritubulares (celulas MP) (Palombi y col. 1992; Vogl y col.1985), que a su vez
esta cubierta por una monocapa de c¢lulas endoteliales (CE) (Clark 1976; Fawcett y col. 1969;

Soderstrom y col. 1997).
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Figura 7. Esquema general de la organizacion del testiculo. (Figura extraida de Histologia y biologia

celular: introduccion a la anatomia patolégica de A. Kierszenbaum, 2% ed, 2008).

2 . ] El epitelio seminifero

El epitelio seminifero contiene 2 tipos de celulas: las denominadas celulas de Sertoli y las ce-
lulas germinales precursoras de las gametas. Las celulas de Sertoli proveen el soporte y/o sustento
mecanico y funcional a las células germinales. Entre estas ultimas se encuentran las espermatogo-

. . . . . . " ,
nias, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermatides redondas y las esperma-

tides elongadas (Figura 8).

A'lo largo del TS, se encuentra una secuencia de segmentos donde el epitelio presenta asocia-
ciones celulares fijas o estadios. Un ciclo espermatogenico implica cambios en la asociacion celular a
los largo del tiempo en un punto determinado del TS. Estos cambios se producen conforme las

celulas espermatogenicas progresan en su desarrollo. Es decir, seria como visualizar los cambios de
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los estadios de un ciclo empleando una camara con control del tiempo colocada en un lugar deter-
minado del TS (Figura 9 y 10). Por otro lado, a la secuencia ordenada de estadios en una direccion
del tubulo se le llama onda espermatogénica (Figura 10 y 11). El nimero de estadios varia segan la
especie de mamifero. En la rata, los estadios son numerados consecutivamente del I al XIV. En los
estadios germinales VII-VIII en el epitelio seminifero se encuentran las espermatides con mayor
grado de diferenciacion (espermatides elongadas) que son liberadas en el estadio VIII hacia la luz

tubular en un proceso conocido como espermiacion.

Espermatide tardia

Espermatide temprana

élula de Sertoli
Espermatocito primario paquitene

Complejo deunion

Lamina basal

Espermatogonia Espermatogonia Células MP

oscuratipo A palidatipoA Espermatogonia
palidatipo B

Figura 8 Esquema del epitelio seminifero. (Figura extraida de Basic Histology: Text & Atlas, Luiz
Carlos Junqueira y Jos¢ Carneiro, 11ed, 2005).
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Figura. 9. Mapa del ciclo de la espermatogénesis de la rata. Las columnas verticales que estan designadas
con niimeros romanos representan las asociaciones celulares o estadios. La progresion del desarrollo de las
celulas es seguida horizontalmente desde la izquierda hasta el borde derecho del mapa del ciclo, se contintia

en la segunda fila ascendente y asi sucesivamente hasta terminar con la formacion del espermatozoide. (Figu-

ra extraida de Russell y col. 1990).

Ciclo espermatogénico
Tibulo seminifero
F |
oIV I \
o ||
| J: I ﬁ wuz Jj
|

4 Epitelio saminifaro
Estadio IV
Tiempo |- Estadio Il
Cicle
ﬁ — Estadio |l
- Estadio |
Distancia .

Onda espermatogénica

=>

Tabudo seminifero
i

I 3

-

Epltelio seminifero

Luz

Figura 10. Esquema representativo del ciclo espermatogénico y de la onda espermatogénica en el Tu-
bulo Seminifero. (Figura extraida de Histologia y biologia celular: introduccion a la anatomia

patologica de A. Kierszenbaum, 2% ed, 2008).
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Distal

Proxim

Figura 11. Esquema de un tibulo seminifero con los estadios designados en numeros romanos. La sec-
cion proximal es la mas cercana a la rete testis. Con la flecha se indica el sitio en el cual si se realiza un corte
perpendicular al TS, se obtiene una seccion transversal en la que se observa solo un estadio de la esperma-
togénesis en toda su superficie (Figura extraida de http://www.infertile.com/inthenew/sci/ maleage.htm).

2 2 . La pared del tiibulo seminifero

2.2.1. Las células endoteliales.

Las CE constituyen una monocapa continua por encima de las c¢lulas MP que puede identifi-
carse por microscopia electronica de transmision (MET). Las CE son mononucleadas, poseen una
forma poligonal y se encuentran adheridas al TS por medio de la interaccion con el colageno de la
matriz extracelular. Tanto las membranas plasmaticas como el citoplasma poseen abundantes caveo-
las que intervienen en el transporte de sustancias (Figura 12). Debido a las escasas organelas para la
sintesis de lipidos y proteinas y a la carencia de filamentos contractiles, el rol funcional que estas

células desempenan en el TS permanece atin incierto.

2.2.2. Las células mioides peritubulares

Se ha propuesto que las ce¢lulas MP derivan de una poblacion de células mesenquimaticas del
intersticio que ademas de las c¢lulas MP daran lugar a otras celulas, tales como los fibroblastos
(Leeson y Leeson 1963; Ross 1967). Las celulas MP estan presentes en todas las especies de mami-
feros, pero exhiben diferencias en su modo de organizacion segiin la especie animal (Bustos-
Obregon 1976). En los roedores adultos estas celulas cuya morfologia es poligonal aplanada se dis-
ponen en una sola capa, mientras que en el hombre lo hacen en varias capas. La monocapa de celu-
las MP se denomina también “ interlamelar” por estar en contacto con dos membranas basales pro-
pias, una membrana basal interna, dirigida hacia el epitelio germinativo y una membrana basal ex-

terna, dirigida hacia el intersticio (Figura 12) (Hadley y Dym 1987; Yazama y col. 1997).
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Figura 12. Pared del TS. Micrografia electrénica de una seccion longitudinal del TS de rata adulta.
CS: célula de Sertoli, MP: celula MP, CE: célula endotelial, C: fibras de colageno, I: intersticio. Flecha
s6lida: Membrana basal (MB) del epitelio germinativo, cabeza de flecha: MB interna de la célula MP,
flecha abierta: MB externa de la célula MP. Barra: 1 um (Figura extraida de Yazama y col. 1997).

2.2.2.1. Propiedades de las células MP

Estudios in vitro han demostrado que las celulas MP secretan un ntimero de sustancias que
incluyen componentes de la matriz extracelular y factores de crecimiento, algunos de los cuales

estimulan en forma paracrina la secrecion de las celulas de Sertoli.

Durante mucho tiempo las células MP fueron consideradas como celulas mioepiteliales
(Clermont 1958) o como miofibroblastos (Bock y col, 1972) debido a las caracteristicas ultraestruc-
turales que esta celula exhibe, tales como la presencia de numerosos microfilamentos con densida-
des focales en el citoplasma. Sin embargo, a partir de la evidencia que surgi6 sobre la existencia de
una membrana basal propia a su alrededor sumado al posicionamiento central de sus organelas (ca-
racteristica de las células musculares)y a la presencia de caveolas en las membranas plasmaticas, se
propuso que las celulas MP eran un tipo de células musculares lisas (Lacy y Rotblat 1960; Leeson y
Leeson 1963; Ross 1967). A medida que avanzaron los conocimientos sobre los marcadores del
citoesqueleto especificos de la célula muscular, se pudo determinar que las células MP no solo ex-
presan @-actina, sino también miosina-CMP (un isotipo de miosina con alta homologia a la miosina
II de musculo liso, pero cuyos filamentos se desensamblan a baja temperatura) y desmina (filamen-
tos intermedios indicadores del linaje muscular) (Fernandez y col. 2008; Tung y Fritz 1990;
Virtanen y col. 1986). Estas contribuciones respaldan la nueva clasificacion propuesta para la celula
MP, que al igual que cualquier celula muscular exhibe propiedades contractiles (Niemi y Kormano
1965). La principal funcion biologica atribuida a la contraccion de las c¢lulas MP es la generacion de
impulsos para la progresion de los espermatozoides y del fluido testicular hacia la rete testis, una

funcion crucial para la fertilidad masculina (Tung y Fritz 1990). Se ha descripto que el grado de
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contraccion de los TSs esta relacionado con los estadios del ciclo espermatogenico, siendo mas con-
tractiles los segmentos correspondientes a los estadios IV-V y XIII-I (Harris y Nicholson 1998). Sin
embargo, todavia no se conoce de qué forma se contraen y como se coordinan las c¢lulas MP para

llevar a cabo esta funcion.

Vogl y col. (1985) y Maekawa y col (1996) sostuvieron a partir de los experimentos realiza-
dos por inmunofluorescencia que los filamentos de actina (FA) en las celulas MP de los testiculos de
rata adulta se disponen ortogonales, es decir que existen FA paralelos y transversales al eje del TS
que forman una malla regular entretejida. Sin embargo, trabajos realizados en nuestro laboratorio

indicaron que los FA en las células MP no se organizaban de esta manera.

En las celulas musculares lisas la contraccion depende de los cambios que se producen en la
concentracion de Ca"” intracelular. En el testiculo, la regulacion de la contraccion de los TSs se
realiza por medio de un control endocrino-paracrino, en ausencia aparente de terminales nerviosas.
Entre los agonistas de la contraccion del testiculo se encuentra la endotelina-1 (ET-1), un péptido
de 21 aminoacidos sintetizado por las c¢lulas de Sertoli que se une a los receptores presentes en las
celulas MP. Existen evidencias que ET-1 promueve la contraccion de las células MP tanto del TS

como de los cultivos primarios (Filippini y col. 1993; Tripiciano y col. 1996, 1997, 1998).

Hay dos subtipos distintos del receptor de la ET-1 que se expresan en las celulas MP: ET,R y
ETiR. Ambos subtipos consisten e