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Células haploides y diploides en el ciclo de vida de eucariotas superiores
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Ensamble y desensamble del Complejo
Sinaptonémico durante la Profase |
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DIPLOTENE
FOLLOWED BY DIAKINESIS

LZYGOTENE

Diploteno (Dictioteno)

Los homélogos siguen unidos por los
(quiasmas y por cohesinas)

Esta estapa persiste por ainos en
los ovocitos primarios de la mujer
y ocurre una activa transcripcion
de genes, lo cual es necesario para
el crecimiento del ovocito y el
dessarrollo embrionario temprano
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Ovogenesis

Durante la semana 4-5 de embarazo: las
células germinales primordiales (CGP)
migran al primordio gonadal (futura
gonada) del embrion

Las C6P diferencian en ovogonias, las
cuales proliferan y finalmente entran en
meiosis

La entrada en meiosis gatilla que células
pre-granuldsicas rodeen a las ovogonias y
se inicie la foliculogénesis

El crecimiento del ovocito se inicia con
el reclutamiento de foliculos
primordiales (detenidos en dictioteno de
la profase I)

En la mujer, la formacion del gameto

maduro ocurre de manera ciclica
después de la menarquia (primera
menstruacion). El gameto maduro es un
ovocito secundario detenido  en

Metafase II. La meiosis se completa
solo después de la fecundacion



Diferenciacion ovarica

A diferencia del test iculo, la diferenciaci o0n ov arica depende

de la influencia de las ¢ eélulas germinales sobre las ¢ élulas
som aticas del ovario fetal:

En caso que la migraci on de las c elulas germinales a la
cresta genital (primordio gonadal) no ocurra, la

diferenciaci on de las c elulas pre-granul osicas es inhibida y
regresiona .




FOLICULOGENESIS

Gonadotropin-Independent Gonadotropin-Dependent
Preantral Follicle Growth Antral Follicle Growth
Germ Antral Preovulatory ~ Ovulation 8, Corpus Luteum

Cell Primordial Primary Secondary
Cyst

Primera etapa gonadotrofina-independiente:
*Reclutamiento inicial de cohortes de foliculos primordiales
*Crecimiento de foliculos pre-antrales de distintas cohortes

Segunda etapa gonadotrofina-dependiente:

*Seleccion de foliculos pre-antrales tardios (foliculos secundarios) de distintas
cohortes

*Dominancia de un foliculo Terciario y atresia de los foliculos no seleccionados




Reserva ovarica

Esta determinada por el nimero de foliculos primordiales en el ovario.

La primera etapa de reclutamiento de foliculos primordiales es independiente de
gonadotrofinas y ocurre a través de interacciones autocrinas y paracrinas entre
las células somaticas y el ovocito.

El nimero de foliculos primordiales reclutados diariamente son alrededor de 15
en una mujer de 20 anos de edad y de 1 en una mujer de 40 afios de edad.

La independencia a las gonadotrofinas se refiere a que el crecimiento del foliculo
no depende de estas hormonas. Sin embargo, los foliculos pequefios responden a
cambios en la concentracion de la gonadotrofinas estimulando la diferenciacion y
maduracion de las células foliculares.



APOPTOSIS DE CELULAS GERMINALES Y DE FOLICULOS

Reserva folicular
Foliculos atrésicos
Foliculos en crecimiento
Foliculos ovulados
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La coordinacién de los ciclos
ovaricos y uterinos es
controlada por las
gonadotrofinas (FSHy LH) y
por las hormonas ovaricas
(Estrégenos y progesterona).
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EL CICLO MENSTRUAL

Representa la integracidn de tres ciclos muy
diferentes:

El ciclo ovdrico, cuya funcién es madurar y liberar
un gameto femenino maduro (ovocito II en la mujer)

El ciclo uterino, cuya funcion es proporcionar un
entorno apropiado para el desarrollo del embrion
(blastocisto)

El ciclo del cuello de dtero, cuya funcion es permitir
que los espermatozoides entren en el tracto
reproductor femenino sélo en el momento oportuno.

Estas tres funciones se integran a través de las
hormonas del hipotdlamo, la hipéfisis, y el ovario.




Foliculogénesis, hormonas esteroidales y
endometrio

Durante la fase folicular, el ovocito madura dentro del foliculo, y el revestimiento del utero
(endometrio) se prepara para recibir el blastocito (Embrion que se implantara). El ovocito
maduro es liberado alrededor del dia 14 (ovulacion). Si no hay fecundacion no habra un
embrion (blastocisto) que se implante en el Gtero, y la pared del Utero se desprendera
(menstruacion).
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FOLICULO PRIMARIO

CG cambian de forma (planas a ¢ Ubicas)
Se forma la ZP
Adquisici 6n de R-FSH (cito diferenciaci 6n de CG)
Se inicia la s intesis de E2 ( aromatasa )

FOLICULO SECUNDARIO
(PRE-ANTRAL)

E2 aumenta ( aromatasa )
Proliferaci 6n de las CG (4 -5 capas)
ZP gruesa
El ovocito completa su crecimiento
Al final de esta etapa:
Las células mesenquim aticas del estroma rodean a
la [dmina basal (teca presuntiva al final de esta
etapa)

Expresi 6n receptores de estr 6genos (RE) en CG




CRECIMIENTO DEL OVOCITO

* Por que el gameto femenino es mucho mas grande
que el masculino?
— proteinas (vitelo)
— Ribosomas
— tRNAs
— mRNASs (inactivos hasta después de la fecundacion)
— factores morfogenéticos

— factores protectores (€j: enzimas de reparacion,
pigmentos)




FOLICULO TERCIARIO

En el foliculo terciario se han formado las
células de la teca interna y las de la teca
externa

Formacién del antro (fluido folicular entre
las CG): productos de secrecién de las CG y
transudado de los capilares sanguineos que
rodean a las células de la teca interna (TI),
las cuales se activan e inician la sintesis de
androgenos en respuesta a LH (expresidn
de R-LH)

Formacion de uniones gap (gap junction)
entre el ovocito-células de la corona
radiada

FOLICULO PRE-OVULATORIO
DE GRAAF

Ocurre un aumento considerable de tamano
(25mm) a expensas del aumento del antro
y de la proliferacién de las CG y TI (5-8
capas)

Formacion de las células del cimulo ooforo
(CC)

CG expresan receptores de LH



Interaccion entre las ceélulas de la teca interna y las células de la
granulosa (teoria de las 2 células)

Célula de la teca interna Célula de la granulosa

LH FSH

R-LH

Aromatasa

Andrégeno —* Estrégeno

/"\

Vaso sanguineo Lamina basal



Foliculo dominante

Es el foliculo que alcanza el mayor indice mitético en sus células
de la granulosa (CG)

Aquel que sintetiza mayor cantidad de estrdgenos producto de
una mayor adquisicion de receptores de FSH que conduce a una
mayor expresion de la enzima aromatasa (enzima que convierte
andrégenos a estrogenos)

La mayor adquisicion de receptores de LH en las CG, permite una
mayor concentracion de cAMP, contrarestando la dismunicion del
aporte de FSH

Factores intraovdricos producidos por las C6 amplifican la accion
de la FSH (estradiol, IGF-I, IL6).

Es decir, la dominancia requiere de la accién de LH y FSH, asi
como de la interaccion funcional de las C6 y de la células de la
teca interna (TI), y que se denomina teoria de las dos células



CELULAS DE LA GRANULOSA EN UN FOLiCULO
SANO VERSUS UN FOLICULO APOPTOTICO

ICHTH RIS

Healthy follicle Atretic follicle

\Geanuioss cefl Granulosa cell e e Mochoniia)

Graniilosa cell Granulosa call

Matsuda et al, J Reprod Develop 58:44-50, 2012
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COMUNICACION BIDIRECCIONAL ENTRE EL OVOCITO Y LAS C ELULAS
DE LA GRANULOSA ES ESENCIAL PARA EL CRECIMIENTO Y
DESARROLLO DEL OVOCITO Y DEL FOLICULO

CC al ovocito
Kit-L

Gap junction

purinas, pirimidinas,
aa, metabolitos,
CAMP

Factores
secretados por el
ovocito a las CC

GDF-9, GDF-9B
BMP-6 ..etc




Los ovocitos secretan factores
de crecimiento que regulan
aspectos fundamentales de las
células de la granulosa, tal
como el crecimiento, la
diferenciacion, la expansion de
las células del cimulo y la
ovulacion

Las idéntidades
exactas de estos
factores ovocitarios
es aun desconocida

Crecimiento i .
Expansion de las células

del cimulo (CC)

Diferenciacion

Aumentan la sintesis de DNA

Aumentan la sintesis de acido

Estimulan las acciones de FSH Inhiben la expresion del receptor | hialurénico
; ¥ de LH | . :
sobre la proliferacion | Aumentan la sintesis de factores
Impiden la luteinizacién | pro-ovulatorios
— —

Foliculogénesis, ovulacion y tasa de ovulacion




INTERACCION ENTRE CELULAS DE LA
CORONA RADIADA Y EL OVOCITO
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COMPLEJO CUMULO-CORONA-OVOCITO
ANTES Y DESPUES DEL ALZA DE LH

e

ZONA ‘ N CUMULO®
PERIVITELO CORONA-

EL PEACK DE LH OCURRE 24 A 36 HORAS ANTES DE LA OVULACION

CIERRE DE UNIONES GAP ENTRE LAS CELULAS DEL CUMULO (CC) Y LA CORONA RADIADA
(INHIBIDORES DE LA MEIOSIS NO PUEDEN ACTUAR)

REACTIVACION DE LA MEIOSIS (3-4 HORAS ANTES DE LA OVULACION)
Y DETENCION EN METAFASE 11

SINTESIS DE GLICOSAMINOGLICANOS POR LAS CC LLEVA A LA EXPANSION DE ESTAS CELULAS



Complejo Cumulo-Corona-QOvocito.
Reactivacion de la meiosis







En ratonas, la mantencion del ovocito en Dictioteno depende de la
produccion de cGMP en las células de la granulosa del cimulo, mediante la
acciéon de un factor producido por las células de la granulosa murales.
Factores paracrinos derivados del ovocito I (ODFP) también contribuyen.

Mural granulosa cells Cumulus cells Oocyte

Meiotic Resumption

5 -AMP
NPPC
| :> NFRET ;GMP—-_'

cAMP

Meiotic
Arrest

ODPF €—

natriuretic peptide precursor type C (Nppc)

Pathway Maintaining Meiotic Arrest

Zhang et al, Science 15:366, 2010



COMPLEJO CUMULO-OVOCITO
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Metafase 11







ESPERMATOGENESIS

Proceso altamente ordenado que comprende
divisiones celulares miultiples y procesos de
diferenciacion complejos en donde |las
espermatogonias dan origen a los
espermatozoides.
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Tubulo Semin ifero: 90% del Volumen
Testicular
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TUBULO SEMINIFERO

Compartimento histologico tubular del testiculo que

contiene celulas germinales en desarrollo, rodeadas
por células de Sertolii y donde ocurre Ila
espermatogénesis y el transporte de |los
espermatozoides




TUBULOS SEMINIFEROS

MICROSCOPIA DE BARRIDO




Spermatogenesis Spermatogeic cells

Spermatogonia
Type Ad
mitosis |
late spermatid Type AP
mitosis l
eany spermatid Tﬂ}E B
@ e mitosis
. ..—'-:I:-__._ junctional mmph:jﬁ m“h|
basal lamina o EPEEI’I'H'H{DB?IEE
2 melosis
Sertoli A vala peritubular (myoid) cells _ T
; r'-"rp'gf" da”’é cell ﬁpgﬁa’cuggmum type B pale Spermatid
parmatogonium sparmatogonium EPEITI‘IE 'U'EE'A asic
v

Spermatozoa



olgl

acrosormnal
vesicle

SGMasSoma

manchetie

fibrous sheath
annulus

miitochondrial
sheath

r



Type of

Phase of Germ Cell Ploi Cell
Spermatogenesis Type (N=Haploid) Division

@ Spermatogonia 2Nl
A dark

Mitotic

Amplificacién Divisions

gonial

2

N

A dark 2N

Maduracion . . Primary Sh)
ol o1 Spermatocyte T R
meiotica P y 1st
/\ Meiotic
Division

. .Secondary £
Spermatocyte = [

=4

PFaN Meiotic
Division

. . Spermatid LN salnrs
Diferenciacion ﬁ

Spermatozoan 1N




CICLOS DEL EPITELIO SEMINIFERO




TIPOS DE ASOCIACIONES CELULARES EN
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ASOCIACIONES CELULARES EN TESTICULO HUMANO

Lumen

4.6 ciclos espermatogénicos
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DURACION DEL PROCESO ESPERMATOGENICO
HUMANO

16 + 1 dias

CICLO

Espermatogonia Espermatozoide

4.6 CICLOS =74 5 dias




@ spermatogonium

MITOSIS

% spermatogonia

Y
% primary
spermatocytes
OVISION | | Meiosis
spermatocytes
MEIOTIC
DIVISION 1I cytoplasmic bridges
Espermatogenesis
74 % 4 dias

differentiating
spermatids

residual bodies

-+
f f mature spermatozoa




SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS
DURANTE LA ESPERMATOG ENESIS

PROLIFERACION GONIAL
Sintesis de DNA hasta pre-leptoteno (sin G2)
Sintesis de RNA y prote inas

MEIOSIS
Sintesis de RNA (m &s activa en paquiteno , 12 dias)

ESPERMIOGENESIS

Activa s intesis de prote inas durante la espermiog énesis con RNAs estables
sintetizados previamente (excepto RNA de  protaminas en esperm atidas redondas)




BARRERA HEMATO-TESTICULAR
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Mantenci 6n de la estructura del Tubulo
Compartamentalizaci 6n del epitelio semin if.
*Traslocaci on de células germinales en
desarrollo
*Entrega nutrientes a las ¢ élulas germinales
«Secreci 0n de prote inas
*Espermiaci 6n
*Fagocitosis

Célula

Seértoli @




FUNCION DE LA BARRERA

HEMATO-TESTICULAR

Impide el paso de sustancias al compartimiento adlu minal
del tdbulo seminifero (moléculas grandes, hormonas
esteroidales y iones)

Previene la respuesta inmune (anticuerpos o0 ceélulas
linfoides) por reconocimiento de antigenos especifi cos de
espermatocitos y espermatidas.

Genera dos compartimientos (basal y adluminal)

En el compartimiento basal las espermatogonias son | as
unicas celulas accesibles a factores reguladores en docrinos
y paracrinos provenientes desde el intersticio.

En el compartimiento adluminal genera un microambien te
necesario para la meiosis y la espermiogeénesis.



Spermatogonium Cytoplasm of Tight junctions between
(stem cell) Sertoli cells Sertoli cells
I Sertoli cell
Basal lamina ucleus
Daughter cell type A - T
spermatogonium remains at ] g
basal lamina as a precursor cell - B
Daughter cell type B E
spermatogonium e
R
@
Primary
spermatocyte
Secondary
spermatocytes
Early spermatids E
Late spermatids §_
©
£
Cytoplasmic E
bridge =
.
“. Lumen of <
' seminiferous
Spermatozoa : j Bﬂ.
= -'-7':_' e
“‘H}__f e % M.- m!




IMAGEN TRIDIMENSIONAL DE LA CELULA DE SERTOLI (1865)
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ETAPAS PROLIFERATIVAS DE LAS
CELULAS DE SERTOLI

Nacimiento Final del perlod.o Pubertad
neonatal-infantil
N° cél. Sertoli “Periodo Adultez
\3' quiescente” <

/ 2-18 meses 10-13 anos

PERIODO DE LA VIDA




FUNCION DE LA PROLIFERACION DE
LAS CELULAS DE SERTOLI

El nimero de células de Sertoli es determinante en la
produccion diaria de espermatozoides y en el volumen
testicular.

Cada célula de Sertoli se asocia a un niumero limitado de
células germinales (en la primera onda espermatogénica el
niumero de células germinales se ajusta por apoptosis
(muerte celular programada)

Su proliferacion depende principalmente de testosterona y
FSH

Maduracion funcional de la célula de Sertoli:

e se inicia en etapa puberal

e implica pérdida de capacidad proliferativa

e formacion de uniones oclusivas (tight junctions)
e expresion de funciones especificas



PRINCIPALES FUNCIONES DE LAS CELULAS DE SERTOLI

« Estabilizacion de la estructura del tubulo

« Mantencion de la barrera hemato-testicular

» Secrecion de fluido testicular (10-20 mL/gr tejido/hr)

e Secrecion de inhibina B (proteina que inhibe la secreci on de FSH)

e Secrecion de una amplia variedad de otras proteinas (fa  ctores de
crecimiento, transferrina)

e Mantencion y coordinacion de la espermatogénesis
* Traslocacion de celulas germinales en desarrollo
» Fagocitosis de cuerpos residuales luego de la espermi acion

e Fagocitosis de celulas germinales apoptoticas



Regulacion hormonal de la espermatogénesis
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PRODUCCION DE TESTOSTERONA DURANTE
LA VIDA DEL VARON
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Schematic Representation of Testicular Regulation.
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INTERACCIONES FUNCIONALES DE LAS
CELULAS SOMATICAS EN EL TESTICULO

e Las células de Sertoli tienen receptores de FSH y de
Testosterona, y por lo tanto, median los efectos en  docrinos
de FSH vy paracrinos de testosterona sobre Ia
espermatog énesis

elLas ceéelulas de Leydig producen hormonas sexuales,
principalmente testosterona

e Las células mioides peritubulares median algunos de los
efectos de testosterona, de otras hormonas o factor es de
crecimiento sobre las ¢ élulas de Sertoliy ¢ €lulas germinales

 Los macrofagos pueden regular la funci on de Sertoli y la
espermatog énesis a trav és de la secreci 6n de citoquinas
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ALGUNOS TIPOS DE UNIONES ENTRE LAS
CELULAS DE SERTOLI Y LAS CELULAS
GERMINALES EN EL TUBULO SEMINIFERO

Union comunicante ( Gap) todas las ¢ élulas germinales

Semejantes a desmosemas esp. gonia B hasta esp.redenda

Especializaci on ectopl asmica apical esperm atidas elongadas
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Proteinas de adhesion involucradas en otras uniones
entre celulas de Sertoli y Sertoli-Germinal

Uniones estrechas: Ocludina
Uniones comunicantes: Conexina43

Desmosomas: Caderinas




Algunas interacciones celulares que establecen las
celulas de Sertoli a lo largo de su eje baso -apical

e Sertoli - lamina basal; Hemidesmosoma

e Sertoli - Sertoli: Uniones oclusivas (tight junction)

« Sertoli - célula germinal: Especializaciones ectopl asmicas

Unidn mixta desmosoma - “gap”
(semejante a desmosoma )

Tubulo bulbares

Uniones comunicantes ( gap)




TRANSLOCACION DE
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ADLUMINAL COMPARTMENT

BASAL
COMPARTMENT

BASAL
LAMINA

Seminiferous tubule lumen

, Transcription factors
Elongate spermatids .

== Extracellular matrix proteins

®| @ Cytokines
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o | @ Proteases
: @ Protease inhibitors
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ESPERMIOGENESIS

Proceso de cambios morfologicos y de
diferenciacion funcional en el cual las

espermatidas redondas son transformadas en
espermatozoides maduros con motilidad vy
potencial de fertilizacion.
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ESPERMIOGENESIS

. . Esperméatida redonda

] ]
T T Espermatozoide

Formacion del Flagelo o cola

Desarrollo del acrosoma

Formacion de una cabeza con condensacion del DNAnu  clear
Remocion del exceso de citoplasma de la espermatid a

Liberacion del espermatozoide al lumen tubular (Esp  ermiacion)



ESPERMIOGENESIS

Golgi apparatus
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(af GOLGI —~ @ Flagellum —=

(b)
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Espermatozoide
humano
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region post-
cuello I flcrosomal
Pieza media
- Pieza
cola i N
principal

- Pieza
terminal

MicrotUbulos del axonema

membrana plasmatica

acrosoma

Vacuolas

nucleo
reqion ! centriolo
postacrosomal
Pieza
conectante
Fibras densas " . .
- mitocondria

externas /
axonema

mitocondria

Fibras densas externas

Vaina fibrosa

Fibras densas externas
dobletes externos del axonema
par central del axonema

Vaina mitocondrial



ESPERMIOGENESIS

Golgi apparatus
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ESPERMIOGENESIS

Fase de Golqgi:

El aparato de Golgi forma la vesicula acrosomal que se indenta y se extiende
lateralmente sobre el nucleo definiendo el polo craneal de la espermatida Sa (nucleo
central y esférico). Los centriolos se mueven a la region caudal (el proximal se une al
nucleo y el distal formara el axonema).

Golgi apparatus

Acrosomal
vesicle

Spermatid

niclans

Centricles



ESPERMIOGENESIS
Fese Con o capush an:

La vesicula acrosomal se aplana contra el nicleo y se extiende lateralmente formando
el capuchdn acrosomal. La cromatina nuclear comienza a condensarse y el Golgi migra
hacia caudal. La espermatida Sb1 (nucleo irregular y central) rota de tal forma que el
acrosoma se localiza hacia la lamina basal y la cola hacia el [Gmen.

capuchén acrosomal

=

' | Microtubulos, axonema
flagelo

g
A



ESPERMIOGENESIS

Fase de Acrosoma :

El nicleo se elonga, condensa y se mueve hacia el polo craneal al mismo tiempo que
el citoplasma es desplazado hacia el polo caudal. También aumenta el desarrollo de la
cola. Se forma la pieza conectante o cuello y se fusiona con las nueve fibras densas
que rodean al axonema de la pieza media, otorgando rigidez al flagelo. La pieza
principal también es estabilizada por la vaina fibrosa. Mitocondrias se organizan en
una espiral rodeando las fibras densas de la pieza media.

Mitochondria

acrosoma

nucleo

Microtdbulos, axonema 7 I

Flagelo ? - L

Citoplasma en
exceso




ESPERMIOGENESIS

Mitocondrias

Acrosome

MNucleus

Fase de maduraci on: /

LAE
El citoplasma de la espermatida es eliminado , ﬁ 3
y fagocitado por las células de Sertoli y se L — _/ ‘ﬁ\
libera el espermatozoide al lumen tubular /' cytoplasm I'\'
(espermiacion). |

El proceso de espermiacion requiere de
testosterona.




Etapas de la Espermiogénesis/Espermiohistogenesis

Golgi Acrosomal __ Acrosomal __

[ apparatus | veside | cap

Mitochondrion MNucleus Nucleus

Mitochondrian

* Nucteus

|
|
|
— Centrioles —

Centrioles Microtubules
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Sa Sb1 Sh2 . sheath
k J Developing  Cytoplasmic

Y flagellum droplet

Esperméatidas tempranas Sc Sd1

Flagellum;

sa2 Y
- -

Espermatidas tardias




COMPACTACION DE LA CROMATINA

ROUND ELONGATING ELONGATED MATURE

eSustitucion de histonas por protaminas
ePor oxidacion de -SH de las protaminas y formacion de S-S
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TRANSPORTE DEL ESPERMATOZOIDE
POR EL TRACTO GENITAL MASCULINO

Minimos cambios morfol 0gicos

Importantes cambios funcionales




MADURACION EPIDIDIMARIA:

Cambios que experimenta el espermatozoide
durante su transito por el epid idimo

e Adquisicion de motilidad progresiva direccional
» Estabilizacion de la cromatina nuclear por puentes dis ulfuros

* Incorporacion de una serie de macromoléculas a la sup erficie

del espermatozoide




Espermatogenesis

(', 1 espermatogonia podria producir 256 espermatozoides?

48— lype A dark spermatogonia
HieEE ype A pale spermalogonia
- e, lype A pale spermatogonia

Spmatogonia phase

(mitosis)

tvpe A pale sparmatogonia

. am,  (ype B dark

spemmatogonia  mitosis
Spermatocyte phase -5 h. primary spermatocytes 15k tnalone

(meiosis)

2nd meiosis

early spermatids

spermiogenesis

Spermatid phase
(spermiogenesis)

|ate spermatids




MUERTE DE CELULAS GERMINALES EN EL EPITELIO
SEMINIFERO HUMANO

Responsable en gran parte de l|la pobre eficiencia en
humanos (aproximadamente un 30%)

Ocurre en todas las etapas de la vida del individuo: fetal,
neonatal, prepuberal , puberal y postpuberal .

Ocurre en todas las etapas de la  espermatog enesis :
mit Otica, meiotica (40% de la reducci on de esperm atidas) y
espermiog énesis

Limita el n tmero de c élulas germinales que se desarrollan y
realizan espermatog enesis

Regula la producci on total de espermatozoides




Gracias por su atencion



