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RESUMEN

Las caveolinas son dominios de membrana plasmática que participan 
en el secuestro de lípidos y proteínas. Las caveolas tienen un papel pi-
votal en el metabolismo de lípidos, regulación del crecimiento, trans-
ducción de señales y apoptosis. Las caveolinas interactúan y regulan 
los heterodímeros de la proteína G. Las caveolinas 1 (cav-1) y 2 se ex-
presan abundantemente en fibroblastos y células diferenciadas de 
músculo liso y esquelético, y en endoteliocitos y adipocitos. 

Objetivo: Este estudio pretende demostrar la presencia de cav-1 en las 
diferentes poblaciones celulares del testículo de ratones adultos CF1, 
según el estadio del ciclo de la espermatogénesis (mitosis, meiosis y 
espermiohistogénesis). 

Material y método: Se obtuvieron testículos de ratones CF1, adultos 
(2,5-3 meses) y se fijaron inmediatamente en formol tamponado (pH 
7,2) durante 48 h. Posteriormente, se procedió según las técnicas his-
tológicas habituales con impregnación en parafina (punto de fusión 
entre 56 y 58 ºC). Secciones de 5 μm se montaron en portaobjetos 
silanizados para tinciones de H&E e inmunohistoquímica con anti-
cuerpo primario contra cav-1 y revelado con diaminobencidina.

Resultados y discusión: En los resultados se analizó la positividad de 
la reacción inmunohistoquímica, donde se observó células positivas a 
cav-1 en las distintas poblaciones celulares de la espermatogénesis, cu-
yas variaciones están restringidas según el estadio del ciclo de la esper-
matogénesis del ratón.

Palabras clave: Espermatogénesis. Epitelio seminífero. Caveolina. 
Cav-1. Testículo.

ABSTRACT

Cav-1 positive cells and tubular cycle stages 

in the adult testes

The caveolins are plasma membrane domains in-

volved in the sequestering of lipids and proteins. 

The caveolins have a pivotal role in lipid metabo-

lism, growth regulation, signal transduction and 

apoptosis. Caveolins interact and regulate the he-

terodimers of protein G. Caveolin 1 and 2 are ex-

pressed abundantly in differentiated fibroblasts, 

smooth and skeletal muscle cells, endotheliocytes 

and adipocytes. 

Objective: The aim is to demonstrate the presence 

of cav-1 in different cell populations of the semi-

niferous tubules in the testicle, according to the 

stage of the spermatogenesis cycle (mitosis, meio-

sis, and spermio-histogenesis) in the adult mouse.

Material and methods: Gonads were obtained 

from adult male mice (2.5 to 3 months). The tes-

tes were fixed immediately in buffered formalin 

(pH 7.2) for 48 hours. Impregnation with para-

ffin (melting point between 56 ºC to 58 ºC) was 

then performed using routine histological techni-

ques. Sections of 5 μ m were obtained and 

mounted on silanized slides for H&E staining 

and immunohistochemistry was performed with 

primary antibody against caveolin 1 (cav-1) and 

revealed with DAB. 

Results and discussion: The positive immunohis-

tochemical reactions were analysed, and cav-1 po-

sitive cells were observed in the different cell po-

pulations of spermatogenesis (mitosis, meiosis 

and histogenesis), whose variations are restricted 

depending on the stage of the cycle of mouse 

spermatogenesis.
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INTRODUCCIÓN

Las caveolinas son dominios especializados de la 
membrana plasmática que participan en el secuestro 
de una amplia variedad de moléculas de lípidos y pro-
teínas. Se ha indicado que las caveolas tienen un papel 
pivotal (en 2 fases) en una diversidad de procesos bio-
químicos: metabolismo de lípidos, regulación del cre-
cimiento, transducción de señales y apoptosis. 

Las caveolinas interactúan y regulan los heterodíme-
ros de la proteína G. Normalmente hay 3 miembros de 
la familia multigénica de la caveolina que codii can una 
proteína integral de membrana y que comprenden el 
principal componente estructural de la membrana ca-
veolar in vivo. Los dominios de la caveolina actúan 
como inhibidores de las proteínas cinasas por unión a 
las secuencias de apareamiento aromáticas1.

Los genes de las caveolinas 1 (cav-1) se localizan en 
las cercanías de la región genómica del locus D7S522, 
que frecuentemente se elimina en una variedad de cán-
ceres humanos (mama, colon, ovario, cabeza y cuello). 
La inactivación del gen de la cav-1 afecta la capacidad 
de responder a la presencia de los estrógenos2.

Se demostraron concentraciones altas del ácido ri-
bonucleico mensajero, que codii ca este tipo de proteí-
na, mediante hidridización in situ, durante el desarro-
llo del ovario, comparado con valores moderados a 
bajos en el desarrollo del testículo3.

La espermatogénesis es una forma única de diferen-
ciación celular que se regula por factores genéticos y 
epigenéticos. En estudios recientes se ha mostrado que 
algunos factores epigenéticos se expresan exclusiva-
mente durante la espermatogénesis. 

A pesar de los grandes avances en el tratamiento de 
la infertilidad grave de factor masculino, una cantidad 
importante de pacientes no pueden ser tratados efec-
tivamente de su diagnóstico de detención de la esper-
matogénesis y taponamiento tubular de grado varia-
ble. Actualmente, el tratamiento de pacientes con 
estos diagnósticos es extremadamente incierto y limi-
tado4.

Por lo tanto, es importante estudiar y analizar la re-
gulación de la espermatogénesis y la i siopatología de 
las fallas testiculares que se manii estan a través de una 
azoospermia, que eventualmente podrían estar relacio-
nadas con la regulación de los fenómenos de membra-
na asociados a la expresión de las caveolinas.

Finalmente, y dada la importancia de las caveolinas 
en diversos procesos celulares, se propone estudiar y 
analizar la presencia y la distribución de la cav-1 en el 
testículo de ratón adulto CF1 (modelo animal) y su 
relación con los estadios del ciclo de la espermatogé-
nesis, según los tipos celulares asociados en cada tú-
bulo.

MATERIAL Y MÉTODO

Material biológico

Los testículos se obtuvieron de ratones CF1, machos, 
de 2,5-3 meses de edad (n = 10) mantenidos en biote-
rio. Los testículos se fijaron inmediatamente en formol 
tamponado (pH 7,2) durante 48 h. A la primera hora 
de fijación, se procedió a realizar un corte en los polos 
del órgano para facilitar la penetración del fijador. Pos-
teriormente, se procedió según las técnicas histológicas 
habituales con impregnación en parafina (punto de fu-
sión entre 56 y 58 ºC) y la obtención de secciones de 
5 μm de espesor. Las secciones se montaron en por-
taobjetos silanizados y se procesaron para tinciones de 
H&E e inmunohistoquímica específica (anticuerpos 
anticaveolinas ab54421, ABCAM). La eutanasia de los 
animales se realizó siguiendo los protocolos internacio-
nalmente aceptados y adoptados por la Facultad de 
Medicina de la Universidad de Chile. 

Método de inmunohistoquímica

Las secciones de tejido para el desarrollo de la inmu-
nohistoquímica fueron previamente tratados para me-
jorar la exposición de antígenos, según las recomen-
daciones del proveedor de los anticuerpos primarios 
anticaveolina-1 (ab54421, ABCAM Co.) 

Recuperación de antígeno

Para romper los puentes metilénicos en las proteínas y el 
enmascaramiento de los sitios antigénicos, los tejidos se 
trataron en tampón citrato durante 30 min, mediados por 
calor en vaporera (Vector Inc.). El revelado se desarrolló 
con la tinción inmunohistoquímica ABC y el cromógeno 
de detección de diaminobencidina (DAB) (Vector Inc.). 

Las preparaciones obtenidas (n = 10 × 10) se obser-
varon al microscopio óptico (Nikon) con objetivo de 
×40 y ocular de ×10 (aumento total de ×400). Con 
cámara digital (Coolpix 450) incorporada al microsco-
pio, se capturaron imágenes de túbulos de corte trans-
versal a los cuales se identii có el estadio del ciclo de la 
espermatogénesis de acuerdo a la clasii cación de Rus-
sell et al5. Se analizaron las muestras y se identii caron 
las células positivas para inmunohistoquímica contra la 
proteína cav-1 en los distintos estadios de la esperma-
togénesis del ratón (coloración marrón).

RESULTADOS

La identificación de la presencia de cav-1 en la esper-
matogénesis del ratón adulto a través de inmunohis-
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toquímica y revelada con DAB resultó ser fuertemen-
te positiva en espermatocitos I y espermatocitos II. 

La celularidad con reacción positiva a la presencia de 
cav-1 es diferente según el estadio del ciclo de la esperma-
togénesis (estadios del I al XII, especíi cos del ratón).

En las placas analizadas no se encontraron túbulos 
con celularidad propia del estadio I, ni del estadio X.

La identii cación de la presencia de cav-1 en la esper-
matogénesis del ratón adulto a través de inmunohisto-
química y revelada con DAB resultó ser expresada 
fuertemente en espermatocitos I y espermatocitos II 
en la histodiferenciación hacia espermátida redonda.

La celularidad con reacción positiva a la presencia de 
cav-1 es diferente según el estadio del ciclo de la esper-

matogénesis (estadios del I al XII, especíi cos del ra-
tón).

Estadio I

Este estadio se caracteriza por presentar espermatogo-
nias del tipo A solamente, espermatocitos en profase I 
(paquiteno), espermátidas 1 y 13 (redondas y alonga-
das, respectivamente), que es el primer estadio de la 
espermatogénesis. En las secciones analizadas no se 
encontraron túbulos en este estadio.

Estadios II-III (figs. 1a y 1b)

Estos estadios se caracterizan por presentar esperma-
togonias tipo A y tipo intermedio (In), espermatoci-
tos en paquiteno temprano, espermátidas 2-3 y 14 
(redondas y elongadas, respectivamente). De estos ti-
pos celulares de la espermatogénesis y en estos esta-
dios específicos se observaron las espermatogonias 
tipo In con reacción positiva a inmunohistoquímica 
de cav-1 y los paquitenos tempranos con una reacción 
levemente positiva. Las espermátidas redondas de la 
línea germinal y las células de Sertoli de las células so-
máticas fueron negativas a cav-1.

Estadios IV (fig. 1c)

Estos estadios se caracterizan por presentar esperma-
togonias tipo A y tipo In, espermatocitos en paquite-
no temprano, espermátidas 4 y 15 (redondas y elon-
gadas, respectivamente). De estos tipos celulares de la 
espermatogénesis y en estos estadios específicos, se 
observaron las espermatogonias tipo In con reacción 
positiva a inmunohistoquímica de cav-1, y los paqui-
tenos tempranos con una reacción levemente positiva. 
Las espermátidas de la línea germinal resultaron nega-
tivas a cav-1.

Estadios V (fig. 1d)

Estos estadios se caracterizan por presentar esperma-
togonias tipos A y B, espermatocitos en paquiteno in-
termedio, espermátidas 5 y 15 (redondas y elongadas, 
respectivamente). De estos tipos celulares de la esper-
matogénesis y en esto estadio específico se observaron 
sólo espermatocitos en paquiteno con reacción positi-
va a inmunohistoquímica de cav-1. Las espermatogo-
nias tipo B aparecieron negativas a cav-1.

Estadios V-VI (figs. 2a y 2b)

Estos estadios se caracterizan por presentar esper-
matogonias tipo A y tipo B, espermatocitos en pa-

Figura 1. Secciones transversales de túbulos seminíferos con la re-

acción de inmunohistoquímica específica para cav-1 (DAB). Las 

flechas indican células del epitelio seminífero y células de Sertoli. Se 

indican los estadios del II al V del ciclo de la espermatogénesis (× 

1.000). In: intermedio.

Figura 2. Observación de secciones transversales de túbulos semi-

níferos con la reacción de inmunohistoquímica específica para cav-1 

(DAB). Las flechas indican células de Sertoli y de la espermatogé-

nesis. Se indican los estadios del V al VIII del ciclo de la esperma-

togénesis (×1.000).
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quiteno intermedio, espermátidas 5-6 y 15 (redon-
das y elongadas, respectivamente). De estos tipos 
celulares de la espermatogénesis y en estos estadios 
específicos se observaron sólo las espermátidas re-
dondas con reacción positiva a inmunohistoquímica 
de cav-1. Las células somáticas de Sertoli fueron 
negativas a cav-1.

Estadios VII (fig. 2c)

Este estadio se caracteriza por presentar espermatogo-
nias solamente del tipo A, espermatocitos en profase I 
(preleptotenos y paquiteno), espermátidas 7 y 16, (re-
dondas y elongadas, respectivamente), y es un estadio 
previo a la espermiación. De estos tipos celulares de la 
espermatogénesis y en este estadio específico se ob-
servaron sólo las espermátidas redondas con reacción 
positiva intensa a inmunohistoquímica de cav-1. Se 
destaca que las células de Sertoli fueron positivas a 
cav-1.

Estadios VIII (fig. 2d)

Este estadio se caracteriza por presentar espermatogo-
nias solamente del tipo A, espermatocitos en profase I 
(preleptotenos y paquitenos), espermátidas 8 y 16 
(redondas y elongadas, respectivamente) y es el esta-
dio en que debe ocurrir la espermiación. De estos ti-
pos celulares de la espermatogénesis y en este estadio 
específico, se observaron sólo algunas y escasas esper-
matogonias tipo A y la mayoría de las espermatocitos 
en profase I (preleptoteno y paquiteno) con reacción 
positiva intensa a inmunohistoquímica de cav-1, 
mientras que las espermátidas redondas esta vez son 
negativas. Las células de Sertoli se mostraron negati-
vas a cav-1.

Estadios IX (fig. 3a)

Este estadio se caracteriza por presentar espermato-
gonias solamente del tipo A, espermatocitos en pro-

fase I (leptotenos y paquitenos), y espermátidas 9 
(elongadas). Es el estadio inmediato después de ha-
ber ocurrido la espermiación, por lo que no se ob-
servan cabezas de espermatozoides. De estos tipos 
celulares de la espermatogénesis y en este estadio es-
pecífico se observó la mayoría de los espermatocitos 
en profase I (preleptotenos y paquiteno) con reac-
ción positiva a inmunohistoquímica de cav-1, mien-
tras que las espermátidas redondas resultaron abun-
dantes y negativas.

Estadios X

Este estadio se caracteriza por presentar espermatogo-
nias solamente del tipo A, espermatocitos en profase I 
(leptoteno y paquitenos), espermátidas en etapa 10 
(elongadas). En las secciones analizadas no se encon-
traron túbulos en este estadio.

Estadios XI-XII (fig. 3b)

Estos estadios se caracterizan por presentar esperma-
togonias tipo A, espermatocitos en profase I (zigote-
no, paquiteno y diploteno), espermátidas elongadas 
en etapas 11 y 12. De estos tipos celulares de la esper-
matogénesis y en estos estadios específicos se observa-
ron sólo las células en profase I (zigoteno, paquiteno 
y diploteno) con reacción positiva a inmunohistoquí-
mica de cav-1. Las células somáticas de Sertoli fueron 
negativas a cav-1.

Los resultados indican que la expresión génica de la 
proteína cav-1 se hace evidente de forma diferencial 
entre los distintos tipos de las células del epitelio ger-
minal y células de Sertoli, según el estadio del ciclo de 
la espermatogénesis del ratón adulto.

DISCUSIÓN

En mamíferos la espermatogénesis es un proceso cícli-
co con extensas remodelaciones genómicas y celula-

Figura 3. Muestra seccio-

nes transversales de túbulos 

seminíferos con la reacción 

de inmunohistoquímica es-

pecífica para cav-1 (DAB). 

Las flechas indican células 

de la espermatogénesis. Se 

indican los estadios del IX 

al XII del ciclo de la esper-

matogénesis (×1.000).
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res. El desarrollo de las células germinales ocurre en 
íntima asociación con las células de Sertoli. Las dife-
rentes generaciones de células germinales no están 
distribuidas en forma aleatorizada en el epitelio del 
túbulo seminífero, sino que están ordenadas en una 
asociación celular estrictamente definida6. El número 
de estadios de la espermatogénesis en una especie es 
definido por el número de asociaciones de células ger-
minales morfológicamente reconocibles en las seccio-
nes transversales de los túbulos seminíferos. Particu-
larmente en el ratón, se describen 12 estadios, en la 
rata 14 y en el hombre 65. Durante la totalidad del ci-
clo de la espermatogénesis es posible reconocer mor-
fológicamente los procesos de mitosis, meiosis y es-
permiohistodiferenciación.

Las caveolinas son una familia de proteínas que con-
siste en la expresión de 3 tipos: caveolina 1, caveolina 
2 y la caveolina músculo especíi co 3, con un papel 
estructural y regulador en las caveolas7-9. La cav-1 re-
gula múltiples vías de señales de traducción y es inter-
mediario en el transporte intracelular del colesterol10. 
Estas caveolas están frecuentemente asociadas a seg-
mentos lipídicos de membrana (raft) cuyos microdo-
minios son abundantes en colesterol y una mezcla 
compleja de glucoesi ngolípidos. Los microdominios 
lipídicos participan en papeles como transporte de 
membrana, morfogénesis celular y señales celulares11-15. 
Estos microdominios de membrana tienen mayor hi-
drofobicidad que la membrana circundante y una de 
sus denominaciones es DIG (detergent-insoluble glycos-
phingolipid-enriched)16. Las fracciones DIG se encuen-
tran relacionadas con las caveolas11.

Se ha demostrado que en los túbulos seminíferos las 
fracciones DIG de las células de Sertoli no presentan el 
segmento común asociado a caveolinas, a diferencia de 
las células peritubulares mioides, que contienen con-
centraciones signii cativas de caveolina15. Esta cons-
trucción molecular especíi ca de las células de Sertoli 
podría explicar la expresión diferencial de la cav-1 se-
gún el estadio del ciclo de la espermatogénesis de ra-
tón CF1.

En algunos roedores se ha descrito la presencia de 
cav-1 en la membrana plasmática de la región acrosó-
mica y del l agelo de los espermatozoides eyacula-
dos17,18. En los espermatozoides se han descrito modi-
i caciones de la distribución y la cantidad de cav-1 a 
medida que transcurre la capacitación y la reacción 
acrosómica19. En etapas tempranas de la capacitación 
ocurren cambios en la composición y la distribución 
lipídica. La pérdida de esteroles espermáticos comien-
za tan pronto el espermatozoide es removido desde el 
plasma seminal, siendo un evento obligatorio para la 
capacitación espermática. La no remoción de los este-
roles inhibe la reacción acrosómica inducida por pro-

gesterona y ionósforo de calcio en el espermatozoide 
humano20, al igual que la reacción acrosómica inducida 
por la zona pelúcida en el espermatozoide de ratón21. 
La remoción se realizaría en microdominios lipídicos 
ricos en esteroles, que se han descrito en espermato-
zoides de erizo de mar, ratones, cobayos y cerdos17,22,23. 
En espermatozoides humanos se demostró la presencia 
de una colección heterogénea de microdominios lipí-
dicos, algunos de los cuales están alterados en su com-
posición y/o número debido a la pérdida de esteroles 
durante la capacitación24.

En los resultados mostrados en la i gura 1, es posible 
observar que la reacción positiva a la inmunohistoquí-
mica es variable según el tipo celular y el estado del 
ciclo de la espermatogénesis. En la distribución de los 
estadios desde el I al XII, se observó una escasa positi-
vidad de las células de Sertoli a cav-1, y sólo en el esta-
dio VII, estadio previo a la espermiación, se encontra-
ron células marcadas para la presencia de la proteína 
cav-1. Estos fenómenos diferenciales según los esta-
dios del ciclo de la espermatogénesis probablemente se 
relacionan con la variabilidad de la composición lipídi-
ca de las membranas plasmáticas dinámicas de las célu-
las de Sertoli durante la espermatogénesis. 

En ratas se ha descrito una composición variable del 
contenido de lípidos en las células de Sertoli: el aumen-
to del contenido de lípidos en las células de Sertoli ocu-
rre al estadio IX (de XIV estadios en la rata) cercano al 
período de la espermiación y formación de los cuerpos 
residuales. La generación de los cuerpos residuales du-
rante la espermatogénesis es predecible en el tiempo se-
gún las formaciones vesiculares25, fenómenos también 
asociados a la apoptosis de las células germinales26.

En estudios de ultraestructura, se demostró en las 
células de Sertoli la presencia de vesículas endocíticas 
ubicadas en el citoplasma apical que posteriormente 
formarían los cuerpos vesiculares, aunque se descono-
ce su relación con la espermatogénesis27.

Los resultados obtenidos muestran una expresión de 
cav-1 sólo en las espermatogonias tipo In (interme-
dias) y en la profase I de la meiosis, incluidos principal-
mente los estadios de espermatocitos en paquitenos, y 
en menor grado en preleptotenos, leptotenos y cigote-
nos. Estos hallazgos son similares a lo descrito por 
Scheel et al28, donde cav-1 se expresa intensamente en 
las células de línea germinal con un papel importante 
en la progresión de los procesos de la meiosis. 

Entre otros hallazgos se observó que las espermáti-
das redondas 1, 6 y 7 expresan cav-1, en etapas que 
coinciden con una ausencia de positividad de cav-1 en 
el resto de la celularidad de los túbulos que se encuen-
tran en los estadios VI y VII.

Es posible que las espermatogonias en preparación 
para el inicio de la meiosis no requieran de la expresión de 
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cav-1 para entrar a preleptoteno (estadios V y VI). Proba-
blemente utilizan otras vías de señalización intracelular de 
modo transicional (estadios VII). Sin embargo, en ningu-
na de las etapas de las espermátidas elongadas se observó 
la expresión de cav-1, pudiendo permanecer secuestrada 
en los fragmentos de membrana enriquecidos en lípidos. 
Travis et al17 han descrito la presencia de cav-1 en las 
membranas del espermatozoide de ratón, distribuida 
principalmente en el acrosoma y el l agelo. Algunos gru-
pos han descrito propiedades similares al estudiar las ca-
veolas en células de cultivo, y han concluido que las ca-
veolinas son estructuras altamente inmóviles y de baja tasa 
de renovación en la membrana plasmática29.

Finalmente, se puede concluir que hay una regulación 
dinámica de la expresión de cav-1 en los distintos estadios 
del ciclo de la espermatogénesis en el ratón CF1 adulto 
sano. Además que las células de Sertoli son altamente es-
pecíi cas en la expresión de cav-1, mientras que en la es-
permatogénesis la expresión de cav-1 es importante en los 
procesos de mitosis meiosis e histodiferenciación.
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