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Lista de abreviaturas

C - poblacion celular con contenido de ADN=C

2C - poblacion celular con contenido de ADN=2C

4C - poblacion celular con contenido de ADN=4C

BSA — seroalbimina bovina

CMF — citometria de flujo

CS — complejo sinaptonémico

D - espermatocitos diploténicos

DIC — microscopia de contraste de interferencia diferencial o Nomarski
dpp — dias posparto

EAs — ejes axiales

EC - elemento central del complejo sinaptonémico

ELs — elementos laterales del complejo sinaptonémico
ER — espermatidas redondas

FL1-A — Intensidad de fluorescencia (area de pulso)
FL1-W — Duracién de la deteccion de fluorescencia (ancho de pulso)
FSC-H — Forward scatter o dispersion frontal

FTs — filamentos transversos del complejo sinaptonémico
L — espermatocitos leptoténicos

NGS — Next generation sequencing

P - espermatocitos paquiténicos

PCR — reaccion en cadena de la polimerasa

gPCR - PCR en tiempo real

RT — transcripcion reversa

SFB — suero fetal bovino

SSC-H — Side scatter o dispersion lateral

TA — temperatura ambiente

VDG — Vybrant DyeCycle Green

Z — espermatocitos cigoténicos



RESUMEN:

La espermatogenésis en los mamiferos implica tres grandes procesos: proliferacion
mitoética de las espermatogonias, divisiones meidticas y espermiogenésis. El
testiculo presenta una gran heterogeneidad celular, conteniendo diversos tipos de
células germinales y somaticas. Las células de linea germinal masculina
comprenden varios tipos morfolégicos que representan diferentes fases de
desarrollo y diferenciacion de los gametos masculinos: varios tipos de
espermatogonias, espermatocitos primarios en diferentes estadios de primera
profase  meidtica, espermatocitos secundarios, espermatidas redondas,
espermatidas en elongaciéon y elongadas. Las células somaticas testiculares
corresponden a las células de Sertoli, células de Leydig y células mioides
peritubulares, entre otras. Poder discriminar y purificar células espermatogénicas
cursando diversos estadios de interés, asi como también células somaticas de
importancia para el proceso de espermatogénesis (Leydig, Sertoli), tiene gran
relevancia para estudios moleculares que requieren material puro o altamente
enriquecido, como por ejemplo estudios de transcriptémica a través de NGS (next

generation sequencing).

En este estudio se evalud la utilidad de un miembro de la relativamente nueva
familia de fluorocromos Vybrant DyeCycle en la distincién de diferentes poblaciones
celulares de testiculo de raton mediante citometria de flujo (CMF) sin necesidad de
marcas fluorescentes adicionales, lo que representa importantes ventajas en
relacion al uso de anticuerpos. Para ello se emplearon y adaptaron métodos
desarrollados por nuestro grupo de investigacion para la preparacion de
suspensiones celulares testiculares, y se incorpor6 el fluorocromo vital Vybrant
DyeCycle Green (VDG), mediante el cual rindié patrones peculiares de tincién de la
cromatina. Se pudieron distinguir diferentes poblaciones celulares testiculares
mediante analisis citométricos en flujo y purificarlas en base a diferencias en el
contenido de ADN, tamano celular y complejidad interna-externa de las mismas,

entre otros parém etros.



En relacién a células meidticas, dentro de la poblacién con contenido de ADN 4C
(primera profase meidtica) se identificaron dos poblaciones celulares que
correspondieron a diferentes estadios de espermatocitos primarios: espermatocitos
en profase temprana (leptoteno y cigoteno) y espermatocitos tardios (paquiteno y
diploteno). Esto implicé un gran avance respecto que en el ratéon - modelo mamifero
por excelencia- no se habia podido discriminar claramente (como poblaciones
independientes bien definidas en los graficos) estadios meiodticos tempranos de
estadios tardios debido a la escasa representacion que presentan los primeros a
consecuencia de su corta duracion.

Con respecto a la fraccion en la cual se encuentran las espermatogonias, los
espermatocitos secundarios y diversos tipos de células soméaticas testiculares,
denominada fraccidén 2C, se explord el potencial discriminatorio del VDG en relacién
a las diversas poblaciones espermatogénicas y somaticas testiculares de interés, en
base a diferencias en varios parametros (tamano celular, granularidad o complejidad
interna-externa, intensidad de fluorescencia emitida). Es importante destacar, que se
logré discriminar con éxito la poblacion de células somaticas de las espermatogonias
debido a las grandes diferencias en su complejidad interna-externa. Estos resultados
fueron confirmados mediante andlisis citolégico, inmunomarcacién con anticuerpos

dirigidos contra antigenos especificos, y posterior gRT-PCR.

Finalmente, también pudieron realizarse aportes metodolégicos relacionados con la
preparacion de las suspensiones celulares, los que condujeron a un procesamiento
combinado enzimatico-mecanico que mostré una mayor reproducibilidad que lo que

se venia empleando anteriormente.

Los datos de esta tesis demuestran sensibilidad a las variaciones de organizacion
cromosomica y somatica durante la espermatogénesis en el raton. En conjunto, los
datos aportados en la presente tesis demuestran el gran potencial del uso del
Vybrant DyeCycle Green en la purificacion en flujo de diversos estadios

espermatogénicos y células somaticas de testiculo de ratén.
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I.1. Morfologia e Histoarquitectura testicular

El aparato reproductor masculino esta constituido por una serie de estructuras cuya
mision es producir las células reproductoras masculinas (espermatozoides) y las hormonas
responsables de los caracteres masculinos. Esta integrado por los testiculos (génadas), un
sistema tubular de almacenamiento y conduccién (tUbulos seminiferos), glandulas
accesorias que participan en la formacion del semen y el pene, 6érgano de la copulacién
(Chemes, 1986). Los testiculos son érganos pares, ovoides, situados en el interior del
escroto, y son los responsables de la producciéon de gametos.

Los testiculos estan cubiertos exteriormente por la tunica vaginal. Esta estructura
esta constituida por dos capas, una parietal adherida al escroto, y otra visceral que
representa el revestimiento peritoneal del testiculo y estd asociada a la capa subyacente
que es la tanica albuginea. Su constitucion histolégica es la de una serosa: mesotelio y
tejido conectivo laxo que se fusiona con la albuginea. La tunica albuginea se encuentra
debajo de la anterior y esta constituida por tejido conjuntivo denso irregular que presenta un
aspecto blanco nacarado. En la mayoria de las especies aparece en la parte interna de esta
tinica, un sector muy vascularizado que recibe el nombre de estrato o capa vascular. De la
tunica albuginea se originan tabiques de tejido conjuntivo laxo hacia el interior, denominados
tabiques o septos interlobulillares, que dividen el parénquima testicular en lobulillos (Figura
I.1), cada uno de los cuales contiene de uno a cuatro tubulos seminiferos. Los tabiques se
contintan con el tejido conjuntivo laxo que rodea a los tubulos seminiferos y contiene
numerosas fibras reticulares, y es donde se sittan las células intersticiales o de Leydig, que
producen andrégenos testiculares, sobre todo testosterona (Chemes, 1986). Se ha
determinado que la testosterona es requerida para importantes procesos, como ser la
progresion de las células germinales a través de la meiosis; la liberacién de espermatidas
maduras (Sharpe, 1994); la adhesion celular de las espermatidas redondas a las células de
Sertoli (Holdcraft y Braun, 2004); y la integridad de la barrera hematotesticular (Willems et
al.,, 2010; Meng et al., 2011). Ademas, se han identificado numerosos efectos beneficiosos
de la terapia con testosterona exégena, en casos de niveles deficientes por diversas causas
(revision reciente por Traish, 2016).

Cada tubulo seminifero esta rodeado de una lamina de tejido conjuntivo. Cerca de 30
tipos celulares coexisten en los tibulos seminiferos de los mamiferos entre las células de la
linea germinal y las células somaticas (De Rooij, 2001). Las células germinales comprenden
varios tipos morfolégicos que representan diferentes fases de desarrollo y diferenciacion de
los gametos masculinos. Incluyen varios tipos de espermatogonias, espermatocitos
primarios en diferentes estadios de profase meidtica, espermatocitos secundarios,

espermatidas redondas, espermatidas en elongacién y elongadas. Las células somaticas
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son las células de Sertoli, de funcién nodriza, y las células mioides peritubulares. A nivel del
intesticio entre los tdbulos seminiferos se encuentra un tejido conjuntivo laxo que contiene
células de Leydig y otras células ubicuas como macrofagos, fibroblastos, mastocitos,
linfocitos y otros.

A ‘ B

. Epitelio
Epididimo—&8: % seminifero

Células de

Cortes transversales
Tabulo seminifero de tabulos seminiferos

Figura I.1 — A) Esquema representativo de estructura testicular. B) Cortes transversales de tiubulo
seminifero visualizados por microscopia dptica, mostrando entre ellos los espacios intersticiales que
alojan a las células de Leydig.

Dentro de los tubulos, los diferentes estadios celulares espermatogénicos en
secciones transversales definen asociaciones celulares caracteristicas de cada especie,
segun fuera descripto por Clermont para varias especies de mamiferos (Leblond y Clermont,
1952; Clermont, 1960, 1963). La secuencia ordenada de estas asociaciones en determinado
sector de un tubulo constituye un ciclo del epitelio seminifero.

En la pared de los tibulos seminiferos las células espermatogénicas se encuentran
dispuestas en varias capas ubicadas entre las células de Sertoli (Figura 1.2). Estas células
tienen funciones de sostén, nutritivas y participan en la liberacién de los espermatozoides en
la luz del tibulo seminifero. Ademas, eliminan los productos de desecho y sobre todo, los
restos citoplasmaticos de las espermatidas. Sin el soporte fisico y metabdlico de las células
de Sertoli la diferenciacion de las células germinales, la meiosis y la transformacion en
espermatozoides no ocurriria (Sharpe, 1994). La cantidad de células de Sertoli en el
testiculo adulto determina tanto el tamafo del testiculo como la produccion diaria de

esperma.
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Figura 1.2.- Esquema de una seccion transversal de tubulo seminifero de mamifero, mostrando la
gran heterogeneidad celular. Obsérvese el relacionamiento de las células de Sertoli (nodrizas) con las
de la linea germinal en el epitelio seminifero. A medida que las células maduran, progresan hacia la
luz del tubulo. También se observa en este esquema la naturaleza sincitial de este epitelio con clonas
de células unidas a través de puentes citoplasmicos (extraido de Dym, 1977).

Uniones estrechas existentes entre células de Sertoli adyacentes constituyen la
barrera hemato-testicular, de gran importancia para evitar respuestas autoinmunes, y que
definen dos compartimentos en el epitelio seminifero (Mital et al. 2011). En el compartimento
basal se encuentran las espermatogonias, que proliferan mitéticamente permitiendo que el
proceso de espermatogénesis (a diferencia de la ovogénesis) pueda darse desde la
pubertad hasta el final de la vida del individuo. En el compartimento adluminal se disponen
los espermatocitos primarios (cursando meiosis 1), los espermatocitos secundarios (en
meiosis 1), y las espermatidas (en etapa de diferenciacién terminal o espermiogénesis).
Estas ultimas, se ubican mas cercanas a la luz tubular, en la zona apical del epitelio.

En el testiculo prepuberal los tdbulos seminiferos son de mayor diametro que los del
testiculo fetal y todavia no poseen una luz central. El epitelio seminifero contiene
espermatogonias y células de Sertoli inmaduras. En los espacios intertubulares han
desaparecido las células de Leydig fetales, por la ausencia de gonadotrofinas placentarias, y
se observan células con aspecto fibroblastico. Luego de la pubertad se produce la
maduracién del testiculo hasta su estado adulto en el que se pueden observar todas las
caracteristicas del érgano maduro (Chemes, 1986).
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I.2. Espermatogénesis y Meiosis

La espermatogénesis es un complejo proceso que conduce a la formacién de
gametos masculinos en los testiculos, y puede subdividirse en tres grandes etapas: a)
proliferacion mitética de las espermatogonias, células precursoras de las células meibticas,

b) divisiones meibticas de los espermatocitos, y c) espermiogénesis (Figura 1.3).

Células de linea germinal masculina:
@qa. @)ﬁ..cﬁ..é@ . Leplotene

Slm
espermatogonlas Zygotene
}

Células no germinales:
e g § Eorly Pachytene E
o i o)
2 .
: o wterstitial o \ Lareo fﬂ?cfﬂmt a.
Sertoli Leydig Myoid Fibroblast = iplotene
or Mocrophoge I

! m ) Meiotic Division
I\

" V-er-0-©0 v

Steps Sreps Sieps Step8 StepS SJ‘!PF
i4-16 1i-13 9-10

Espermiogénesis

} espermatidas

Figura 1.3 — Esquema representando las tres grandes fases de la espermatogénesis y los tipos
celulares presentes en el epitelio seminifero, representativos de cada etapa (modificado a partir de
Meistrich, 1977).

Durante la primera fase, las espermatogonias se dividen mitéticamente asegurando
la renovacion celular en el epitelio seminifero, que posibilita la produccion de gametos desde
la pubertad y durante toda la vida adulta del individuo. Existen diferentes tipos de
espermatogonias. En los mamiferos no primates, las espermatogonias A-single (As) son las
células madres conocida en inglés como stem (Huckins, 1971; Oakberg, 1971; Lok et al.,
1982; De Rooij, 1998) que se dividen por mitosis generando nuevas células stem. Las
espermatogonias A-paired (Apr) producen células hermanas que permanecen conectadas
por puentes intercelulares. La espermatogonia Apr estd predestinada a desarrollarse a
través de la linea espermatogénica y dividirse en cadenas de 4 espermatogonias A-aligned

13



(Aal). Las cadenas de espermatogonias Aal pueden dividirse en cadenas de 8, 16 y
raramente 32 células.

La espermatogenésis es un proceso ciclico que en ratones puede dividirse en 12
estadios (I-XII). En el estadio VIII, As, Apr y pocas Aal espermatogonias estan presentes. A
partir del estadio X en adelante, esas células empiezan a proliferar de manera que se
forman cada vez méas espermatogonias Aal. El estadio Xll es seguido del estadio I. En los
estadios llI-lll se detiene la proliferacion y las células quedan en fase de arresto G1-GO.
Subsecuentemente, en los estadios VII-VIII, sin divisién, casi todas las espermatogonias Aal
formadas durante el periodo de proliferacion activa se diferencian en A1. La espermatogonia
A1 entra en fase S y en el estadio IX se divide en espermatogonia A2, luego hay 5 divisiones
subsecuentes en A3, A4, intermedias (In), espermatogonias B y espermatocitos primarios,
respectivamente. En total hay 9-11 divisiones mitdticas durante el desarrollo
espermatogénico (De Rooij, 2001).

La meiosis es un tipo de divisién celular especial de linea germinal consistente en
una duplicacion del ADN seguida de dos divisiones consecutivas (meiosis | y 1l), cuyo
resultado son células haploides con un unico juego de cromosomas. Esta altamente
conservada en los eucariotas. La primera division meiética es Unica por mantener asociadas
las cromatidas hermanas a nivel de sus centromeros, mientras que los cromosomas
homdélogos se comportan coordinadamente, migrando a polos opuestos. Durante la segunda
division meidtica las cromatidas hermanas pierden sus conexiones centroméricas vy
segregan a polos opuestos (Figura 1.4).

Algunos de los eventos principales de la meiosis como el apareamiento vy
recombinacién de cromosomas homologos, ocurren durante la profase de la primera divisién
meidtica y se encuentran mediados por complejos proteicos especializados llamados
complejos sinaptonémicos (CSs) (Fraune et al, 2012). La recombinaciéon meidtica o
crossing-over es fuente fundamental de biodiversidad para las especies con reproduccién
sexuada, ya que los cambios producidos pueden pasar a la generacion siguiente. El
apareamiento de cromosomas homaélogos y su segregacion posterior mantienen el nimero
cromosomico de la especie. La importancia de estos eventos es evidente ya que sus
eventuales alteraciones suelen detectarse por puntos de control o check-points |,
desencadenando apoptosis e infertilidad. Varias proteinas del apareamiento y
recombinacién meibticas en mamiferos resultan esenciales y su alteracion, ademas de
causar infertilidad, esta vinculada a numerosas patologias como algunos sindromes y tipos
de cancer (Cohen et al., 2006).
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Leptonema

Zigonema

PROFASE

Paquinema

Diplonema

Gametos

Figura 1.4.- Esquema representativo del proceso de meiosis. Se muestran los principales estadios de
la extensa y compleja profase I, y las dos divisiones consecutivas que resultan en células con un
unico complemento cromosomico (adaptado de De Robertis y De Robertis, 1981).

La meiosis | se caracteriza por una extensa profase que ha sido subdividida en cinco
estadios para facilitar su descripcion: leptoteno (L), cigoteno (Z), paquiteno (P), diploteno (D)
y diacinesis. En L aun no ha comenzado el apareamiento homoélogo. Este estadio se
caracteriza por el aspecto de la cromatina dispuesta como finos filamentos y por la

organizacion de ejes de naturaleza proteica a lo largo de los cromosomas. A estos ejes se
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les conoce como ejes cromosémicos simples o elementos axiales (EAs). Es también durante
el L que los extremos teloméricos insertos a nivel de la periferia nuclear se mueven en el
plano de la envoltura nuclear (EN), y comienzan a agruparse (Moses, 1968). En la transicién
al estadio siguiente, el cigoteno (Z), los telémeros llegan a concentrarse en un sector
limitado de la envoltura nuclear, lo cual conduce a una peculiar conformacién cromosémica
denominada bouquet (Esponda y Giménez-Martin, 1972; Scherthan, 2007) (Figura 1.5).

A |Pre-L L z P D

Figura 1.5 — A) Esquema mostrando el comportamiento de los cromosomas durante la primera
profase meidtica. Notese la insercion de los extremos teloméricos (puntos verdes) a nivel de la EN en
el estadio de leptoteno (L) y su desplazamiento y final congregacion en un area limitada de la EN
durante el cigoteno (Z), resultando en la formacién del bouquet. Obsérvese que mientras que en Z los
cromosomas homdlogos se encuentran parcialmente sinapsados, coexistiendo tramos de CS (lineas
verdes) con ejes simples auin no ensamblados, en paquiteno (P) la sinapsis se extiende de un
extremo cromosomico al otro. En diploteno (D) puede apreciarse la presencia de quiasmas (cabezas
de flecha). B) Modificaciones de la cromatina y formacion del bouquet en meiocitos de maiz. La
cromatina teriida con DAPI se muestra en rojo y los telémeros tenidos con FITC en verde. Puede
observarse que en Z la cromatina esta mas condensada que en L. En P puede intuirse que se ha
completado la sinapsis ya que la cromatina exhibe un ancho que duplica lo observado en estadios
anteriores (extraido de Harper et al., 2004). C) Inmunomarcacion de la proteina SYCP3

(synaptonemal complex protein 3), componente de elemento lateral de CS de raton. Notense los
diferentes patrones de marca obtenidos segun el estadio meidtico en cuestion.

Ha sido sugerido que esta disposicion peculiar de los telémeros durante la profase
facilitaria el reconocimiento cromosémico y el apareamiento estable de los homoélogos
(Zickler y Kleckner, 1998), ya que es durante el Z que los cromosomas homologos
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comienzan a aparearse (sinapsis homoéloga), y los EAs pasan a constituir, en tramos de
longitud creciente, los elementos laterales (ELs) de estructuras mas complejas: los
complejos sinaptonémicos (CSs) (von Wettstein et al., 1984; Kleckner, 2006; Zickler, 2006;
Cohen et al., 2006). Los CSs son complejos macroproteicos especificos de la meiosis que al
microscopio electrénico (ME) de transmisién se observan como estructuras tripartitas
integradas por dos ELs y un elemento central o medial (EM) (Fig. I.6). Los ELs y el EM se
mantienen unidos por finas fibras denominadas filamentos transversos (Wettstein y Sotelo,
1971; Schmekel y Daneholt, 1995).
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Figura 1.6 - A, Esquematizacion de los cambios en la organizacion de la cromatina y estructuras
asociadas, desde finales de la interfase premeidtica hasta el estadio de paquiteno de la primera
profase meidtica (extraido de De Robertis y De Robertis, 1981). B, CS de Grillus argentinus
observado al microscopio electrénico. EL, elemento lateral;, EM, elemento medial; FT, filamentos
transversos; AC, asas de cromatina (microfotografia obtenida en el Departamento de Biologia
Molecular del IIBCE).

En estas etapas tempranas, L y Z, es posible detectar complejos proteicos sobre los
cromosomas (nédulos de recombinacion tempranos) que marcarian todos los sitios
vinculados al intercambio de hebras. Los ndédulos de recombinacién tardios pueden
observarse durante el P, y son menores en nimero a los nédulos tempranos detectados en
L/Z, ya que se corresponden con aquellos intercambios efectivamente resueltos como cross-
overs (Moens et al., 2007; revisién por Handel y Schimenti, 2010).

En la siguiente etapa, paquiteno (P), los cromosomas se encuentran totalmente
sinapsados de un extremo a otro, lucen mas cortos y gruesos, y la configuraciéon en bouquet
comienza a desarmarse (Fig. I1.5). Es durante este estadio que tiene lugar la recombinacién
homologa o crossing over, que aparece también mediada por los CSs, y que conduce al
intercambio reciproco de material entre las cromatidas homoélogas apareadas, como se
mencion6 anteriormente.

La recombinacién homologa representa una importante fuente de variabilidad

genética, y por lo tanto, de biodiversidad, por las siguientes razones: a) genera el
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intercambio de fragmentos génicos de origen paterno y materno; b) incorpora durante el
proceso posibles errores o modificaciones; c) es cuantitativamente importante, dado que
necesariamente existira al menos un punto de recombinacion (usualmente varios) por
cromosoma (la ocurrencia de al menos un evento de crossing over por par cromosémico
resulta crucial para una correcta segregacion de homologos durante la metafase | y, la no
ocurrencia, de aneuploidias); d) es trascendente, dado que al producirse en los gametos, de
ser éstos viables, transmitiran la modificacion génica a la descendencia y, a través de ella, a
la poblacién y a la especie. De este modo, la recombinacién constituye, junto a los procesos
de mutacién y segregacién, uno de los principales sustratos de la evolucién. Desde un punto
de vista genético, el generar nuevas combinaciones de genes ligados y no ligados, es la
principal consecuencia de la reproduccion sexual (Rice y Chippindale, 2001).

La recombinacion contintia hasta el siguiente estadio, el diploteno (D), durante el cual
los CSs se desensamblan y los homélogos comienzan a separarse, al desaparecer las
cohesinas que se encontraban uniendo a los homélogos (Buonomo et al., 2000). En esta
etapa los cromosomas permanecen, en general, unidos en varios puntos denominados
quiasmas, que representarian la evidencia morfolégica de los intercambios que tuvieron

lugar (sitio de ruptura y reunién reciproca entre cromatidas no hermanas) (Fig. 1.7).
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Figura 1.7 - Microfotografia mostrando cromosomas
s extendidos provenientes de un ntcleo meidtico en
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\/ ' los quiasmas o sitios en que tuvo lugar el

- intercambio reciproco de material genético entre los
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En la dltima etapa, la diacinesis, los centrémeros se separan y los cromosomas se

0 pm

mantienen unidos Unicamente por los extremos de las cromatidas.

Los procesos de alineamiento, sinapsis y recombinacion que tienen lugar en los
meiocitos primarios o meiocitos | (diploides, y con contenido de ADN 4C) durante la profase
I, son esenciales ya que aseguran la correcta segregacién cromosémica en la primera
divisiobn meiodtica. Su alteracién suele tener consecuencias deletéreas para la meiosis
pudiendo incluso ocasionar infertilidad (Hunt, 2006).

Luego de culminada la profase meiética | tiene lugar la metafase I, marcada por la
migracién de los cromosomas hacia la placa ecuatorial. En la anafase | los cromosomas
homologos se segregan, dando lugar, en la telofase I, a dos células hijas denominadas

meiocitos secundarios o meiocitos Il (haploides, pero con contenido de ADN 2C).
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Finalmente, la segunda divisién meiética lleva a la separacion de las cromatidas hermanas
obteniéndose, como resultado, cuatro células haploides con contenido de ADN C, llamadas
espermatidas redondas en el proceso de espermatogénesis (Hunt, 2006).

Durante la ultima fase de diferenciacion, la espermiogénesis, las células haploides
resultantes de las dos divisiones meibticas (espermatidas redondas, carentes de flagelo)
sufren profundos cambios morfolégicos y adquieren estructuras que seran funcionales en lo
referente a la motilidad y la interaccion con el gameto femenino. Los cambios mas notables
son los siguientes: a) a partir del aparato de Golgi, se genera la vesicula acrosémica; b) el
acrosoma forma una caperuza sobre la superficie nuclear; ¢) ocurre rotacién del ndcleo
posicionando al acrosoma hacia la membrana basal y al centriolo hacia la luz del tubulo; d)
comienza a formarse el flagelo a partir del centriolo; e) el nicleo se aplana; f) el material
nuclear adquiere un estado altamente condensado; g) gran parte del citoplasma es
eliminado; h) las mitocondrias forman un anillo en la base del flagelo. Finalmente, los
espermatozoides maduros son liberados a la luz de los tubulos seminiferos (Bergmann,
2006).

1.3. Citomorfologia de principales tipos celulares de testiculo

El epitelio seminifero de los testiculos de ratones neonatos contiene dos tipos de
células distintivas: gonocitos y células de Sertoli. Los gonocitos tienen aproximadamente 20-
24 um de diametro, un nudcleo esférico con cromatina homogénea dispersa y un nucléolo
filamentoso central. El citoplasma contiene mitocondrias esféricas en relativo bajo nimero.

Al dia 6 de nacidos, las células germinales estan adjuntas a la membrana basal y se
han diferenciado a espermatogonias tipo A primitivas, que comprenden el 16% de las
células en el epitelio seminifero. Estas células son similares en apariencia a los gonocitos
excepto que son menores en didametro (14-15 um) y el ndcleo contiene escamas dispersas
de heterocromatina. El nucleolema es prominente, ocupa una posicién excéntrica en el
nucleo y tiene una forma irregular (Bellvé et al., 1977) (Figura |.8.A).

Como hemos mencionado, las espermatogonias son las células stem de la
espermatogenésis. Son células diploides (2n2C) y su clasificacion principal es en tipo A y
tipo B. Al dia 8 de nacidos ya se encuentran presentes ambos tipos de células. Las
espermatogonias A, también denominadas células madre, representan el estrato germinal
del epitelio seminifero, mientras las espermatogonias tipo B se diferencian y entran en el
proceso de meiosis (Bergmann, 2006). La clasificacion de los diferentes tipos de
espermatogonias esta principalmente basada en los patrones nucleares de la cromatina,
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presentando la espermatogonia tipo A un nucleo oval eucromatico, en contraste con la tipo B
que tiene un nucleo heterocromatinico redondo (Figura 1.8.B).

En relacién al tamanfo, las espermatogonias tipo A son mas pequefias que las
espermatogonias primitivas tipo A, al tiempo que las espermatogonias tipo B son
considerablemente menores (Bellvé et al., 1977). Con respecto a las espermatogonias In,
éstas presentan nucleos ovoides y delgadas placas de cromatina intensamente tefiida sobre
la membrana nuclear (Clermont, 1963), mayor cantidad de heterocromatina y un Unico
nucléolo reticulado generalmente ubicado cerca del centro del nucleo (Bellvé et al., 1977).

Figura 1.8 — A) Micrografia electrénica de transmisién de un sector de epitelio seminifero de un ratén
de 6 dpp donde pueden apreciarse varias células de Sertoli (S) y una espermatogonia tipo A primitiva
(PA). La flecha sefiala al nucléolo de esta ultima. B) Micrografia electrénica del epitelio seminifero de
un ratén de 8 dpp mostrando el aspecto de las espermatogonias tipo A (A) y tipo B (B), cuyos
nucléolos estan sefialados con flechas. Extraido de Bellvé et al., 1977.

Los espermatocitos primarios en estadios de profase meiodtica de preleptoteno y
leptoteno en el ratébn se encuentran presentes al dia 10 de desarrollo. Los espermatocitos
preleptoténicos son las células germinales de menor didmetro con sélo 7.5-8.2 um y estan
usualmente separadas de la membrana basal por procesos de las células de Sertoli
(Nicander, 1967; Nicander y Pléen, 1969; Solari, 1969). Contienen una limitada cantidad de

20



citoplasma, nucleos esféricos pequefios con cromatina granular intensamente tenida y
placas grandes de cromatina sobre la periferia nuclear (Clermont, 1963; Bellvé et al., 1977).

Los espermatocitos primarios leptoténicos (L) tienen un diametro de 8-10 um y son
similares en tamano a las espermatogonias tipo B (Bellvé et al., 1977). Poseen nucleos
pequefios que se agrandan progresivamente, y su cromatina, intensamente tefida, forma
filamentos delgados con engrosamiento en forma de cuentas (Clermont, 1963; Bellvé et al.,
1977) (Figura 1.9.A).

A partir del dia 12 posnatal se observan espermatocitos cigoténicos (2)
caracterizados por la aparicién de segmentos cortos de complejos sinaptonémicos. Estas
células son mas grandes que los espermatocitos L, con un diametro de 10-12 ym. Sus
nucleos presentan filamentos delgados (cromosomas homélogos) que comienzan a
aparearse formando segmentos mas gruesos y bucles (Clermont, 1963; Bellvé et al., 1977)
(Figure 1.9.B).

Los espermatocitos primarios alcanzan el estadio de paquiteno (P) en el dia 14,
mientras que los espermatocitos P tardios generalmente no se observan hasta el dia 18.
Durante el P, el didmetro celular aumenta de 12 pm a un maximo de 18 pum. Los
espermatocitos P tempranos presentan ndcleos con cromosomas gruesos pero aun largos,
tortuosos y muy tenidos, mientras que los nicleos de los P medios son mas grandes con
cromosomas mas cortos y gruesos (Clermont, 1963; Bellvé et al., 1977) (Figuras [.10.A).

Figura 1.9 - A) Micrografia electrénica de transmision del epitelio seminifero de un ratén de 18 dpp
mostrando espermatocitos leptoténicos (L). La flecha sehala un puente citoplasmico conectando dos
células adyacentes. B) Espermatocitos cigoténicos (Z) registrados al MET. La flecha senala un
pequeno segmento de CS. Extraido de Bellvé et al., 1977.
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Los espermatocitos secundarios y espermatidas redondas aparecen en numero
aumentado al dia 20 (Bellvé et al., 1977). Los espermatocitos secundarios tienen un
diametro de 14 um vy la mitad del volumen de los espermatocitos primarios y se encuentran
mas cerca de la luz. Son de caracter haploide (1n) pero con de contenido de ADN 2C. Rara
vez se observan en cortes de tlbulos seminiferos, pues su vida es corta; rapidamente
entran en una nueva etapa de divisién celular (meiosis 1) de citocinesis también incompleta,
para dar como resultado a dos espermatidas redondas haploides y con un solo juego de
cromosomas (1n1C) (Bergmann, 2006).

Figura 1.10 — A) Micrografia electrénica de un espermatocito en P. Puede apreciarse su cromatina
condensada en parches, la presencia de CS y el cuerpo XY. B) Aspecto de una espermatida redonda
al MET, con su caracteristico nucleolo central. Puede observarse, asimismo, la vesicula acrosémica
bien desarrollada (flecha). Extraido de Romrell et al., 1976.

Las espermaétidas redondas rondan los 10 um de diametro y se disponen en
conglomerados cerca de la luz del tabulo seminifero. Sus nucleos exhiben patrén de
cromatina homogénea y pueden ser identificadas por la vesicula acrosémica. Estas células
presentan reticulo endoplasmatico rugoso abundante, numerosas mitocondrias y complejo
de Golgi bien desarrollado. Durante la fase de elongaciéon, acumulan enzimas hidroliticas,
ordenan los organelos y los reducen en numero, forman el flagelo y un citoesqueleto
asociado, con reduccién de citoplasma. Este proceso de transformacion comprende cuatro
fases: fase de Golgi, fase de capucha o cubierta, fase acrosémica y fase de maduracion. La
caracteristica principal de este proceso se relaciona con la formacién del acrosoma desde el
complejo de Golgi, condensacion y elongacioén del nicleo, formacién de un flagelo movible, y
un desprendimiento extensivo de citoplasma (Bergmann, 2006).

Los espermatozoides son la fase madura del gameto masculino, y presentan una
morfologia sumamente peculiar. Poseen tres partes principales: una cabeza con escaso

citoplasma que aloja al nacleo; un cuello con numerosas mitocondrias; y un flagelo a modo
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de cola que le permite desplazarse. Su nlcleo presenta un muy alto grado de compactacion
de la cromatina, dado por la sustitucién de las histonas por unas proteinas exclusivas de
espermatozoide que son, en primer lugar las proteinas de transicién, y luego las protaminas.
Estas ultimas son proteinas basicas con alto contenido en arginina, que producen un estado
de compactaciéon muy superior al de los nucleosomas (Fawcett, 1975a).

Las células de Sertoli se extienden desde la membrana basal hasta la luz del
conducto. Son células altas, delgadas y ramificadas. Tienen un nucleo con cromatina
altamente eucromatica y un nucléolo central acompafado de dos cromocentros (Figura
I.8.A). En la mayoria de las especies incluidos los roedores el nicleo se encuentra en la
parte basal de la célula (Fawcett, 1975b), presenta diferentes formas de acuerdo al grado
del desarrollo que presente el epitelio seminifero y va cambiando su apariencia durante la
maduracién del testiculo (Hess et al, 2005). A menudo se observan invaginaciones
profundas de la membrana nuclear delimitadas por filamentos intermedios de vimentina
(Franga et al., 2017). El citoplasma de las células de Sertoli es abundante en mitocondrias,
lo cual indica el alto grado de actividad metabdlica que posee la célula.

Las células de Leydig son poliédricas o irregulares, y se disponen en cordones o
racimos en los espacios intertubulares. Su nimero es variable segun las especies. Cinco
tipos principales de células de Leydig, diferenciables por sus caracteristicas morfolégicas, se
encuentran presentes en el linaje de las células de Leydig, (Chamindrani et al., 2001). A
grandes rasgos, en los testiculos inmaduros aparecen en mayor ndmero y presentan un
citoplasma acidéfilo sin apenas liposomas y con un nucleo central. En los testiculos maduros
presentan las caracteristicas tipicas de células productoras de esteroides, caracterizadas
por tener un ndcleo central vesiculoso y un citoplasma acidéfilo y vacuolizado debido a la
presencia de numerosos liposomas. Presentan también numerosas mitocondrias. La
madurez funcional de estas células se adquiere en presencia de enzimas esteroidogénicas
como la 3BHSD, localizada en el reticulo endoplasmatico liso (Chemes, 1996).

1.4. Dificultades y estrategias clasicas para el estudio de la espermatogénesis

La heterogeneidad celular del testiculo representa la principal dificultad para el
estudio a nivel molecular de la espermatogénesis. Se han empleado diferentes abordajes
metodolégicos para sortear esta dificultad.

La estrategia méas basica de todas ha sido empleo de testiculos enteros de individuos
juveniles de diferentes edades, con primera onda espermatogénica incompleta,
naturalmente enriquecidos en ciertos estadios (Almstrup et al., 2004; Maratou et al., 2004).

El grado de avance de la espermatogénesis dependera del momento de desarrollo posnatal
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elegido para la obtencion de la muestra. La comparacién de muestras colectadas en
diversos momentos del desarrollo posnatal, permite realizar hipétesis atribuyendo las
diferencias observadas a los tipos celulares presentes/ausentes en cada caso, lo cual en un
sistema tan complejo no siempre se condice con la realidad. Si bien este abordaje ha
permitido la obtenciéon de una considerable cantidad de informacién sobre los patrones de
expresion diferencial durante la primera onda espermatogénica (Vilardell et al., 1989;
Thomas et al., 1989; Almstrup et al., 2004; Maratou et al., 2004; Shima et al., 2004; Iguchi et
al., 2006), la distincion inequivoca de los tipos celulares responsables de los cambios
observados en la expresion génica requiere de otros ensayos (por ejemplo, hibridacién in
situ e inmunocitoquimica). Uno de los problemas de asignar los cambios de expresion a los
tipos celulares que van apareciendo a medida que progresa la primera onda
espermatogénica, es que los cambios producidos en el “ambiente” del tubulo seminifero
precisamente a causa de la aparicibn de esos nuevos tipos celulares, muchas veces
ocasionan cambios de expresién de genes en los tipos celulares preexistentes (recordemos
la estrecha relacién que existe entre los distintos tipos celulares), por lo cual esa solucién
simplista puede no necesariamente reflejar la realidad. Un problema adicional es que al
emplearse testiculos enteros para los estudios, cambios de expresion génica en tipos
celulares muy poco representados pueden pasar desapercibidos al ser “enmascarados” por
la expresion génica en los tipos celulares mas abundantes.

Otra estrategia clasicamente empleada ha sido la obtencién de poblaciones celulares
enriquecidas en ciertos estadios espermatogénicos mediante técnicas de separacion celular
basadas en diferencias de tamano y densidad: Staput (Lam et al., 1970, Romrell et al., 1976)
y elutriacién (Meistrich, 1977). La técnica de Staput se basa en la decantacién gravimétrica
de células en un gradiente de albumina: las células son cargadas en una camara de
separacion, luego se les deja decantar sobre el gradiente durante un periodo minimo de 2,5
hs, y se procede a la colecta de fracciones lograndose la separacion de ciertos tipos
celulares, principalmente en base a sus diferentes tamafnos. En la elutriacion se emplea un
rotor de centrifuga con camara Unica lateral (elutriador), en el interior del cual se establece
un gradiente de flujos. Se ha determinado que permite la separacion de meiocitos P y
espermatidas redondas con una pureza que ronda el 80% en el mejor de los casos
(Meistrich, 1977). Si bien la obtencién de fracciones enriquecidas en otros estadios celulares
es posible, el grado de pureza logrado es mucho menor (Romrell et al., 1976).

En los ultimos afnos, merced a los trabajos de nuestro grupo y otros, estos métodos
de enriquecimiento celular en etapas especificas de la espermatogénesis han comenzado a
ser sustituidos por la purificacion por citometria de flujo (CMF), como se explicara mas
adelante.
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La gran mayoria de las técnicas de separacion celular requieren que el material esté
en suspension en un medio liquido. En consecuencia, en la busqueda de obtener
poblaciones celulares mas homogéneas a partir de material complejo como el testiculo, un
primer paso es la preparacion de suspensiones celulares a través de la disgregacion del
tejido, destruyendo las asociaciones celulares entre células vecinas. Es deseable contar con
muestras disgregadas representativas del tejido original, evitando el dafio selectivo de tipos
celulares especificos (algunos tipos celulares son mas sensibles que otros), maximizando el
namero de células viables, y evitando la formacién de cumulos celulares.

En el caso del material procedente de testiculo, es ademas fundamental lograr
minimizar la presencia de multinucleados (Meistrich, 1977). Los multinucleados son una
dificultad adicional para el estudio de la espermatogénesis, ya que tienden a formarse
debido a la naturaleza sincitial del epitelio seminifero. Estan formados mayormente por
espermatidas redondas coalescentes que han sido descriptas como la mayor contaminacién
de la poblacion de espermatocitos en paquiteno (Meistrich, 1977; Grogan et al., 1981). Los
protocolos de preparacion celular testicular implican o bien disociacién exclusivamente
mecanica (Lam et al., 1970), o la combinacion de métodos mecanicos con tratamientos
enzimaticos usando tripsina, Dnasa (Meistrich et al., 1973) y colagenasa (Romrell et al,
1976).

La obtencion de células cursando ciertos estadios espermatogénicos en estado puro
o al menos altamente enriquecido es aun mas dificil, ya que existen estadios mas
fuertemente representados que otros en el epitelio seminifero. Por ejemplo, dentro de los
espermatocitos primarios, los P son los mas representados debido a la extensa duracién de
esta etapa. Sin embargo, los espermatocitos L y Z se encuentran pobremente representados
por tratarse de etapas muy breves.

Una dificultad adicional para el estudio de la espermatogénesis ha sido el no
disponer aun de un sistema eficiente y permanente de cultivo in vitro de las células
espermatogénicas. La espermatogénesis in vitro podria proveer detalles de la diferenciacion
celular bajo condiciones experimentales controladas. Se han volcado grandes esfuerzos en
busca de este fin, se han logrado algunos avances y se continda trabajando en ello. Por
ejemplo, Sato y colaboradores lograron generar espermatozoides morfolégicamente
maduros a partir de células testiculares provenientes de ratones inmaduros, empleando
sistemas de cultivo tridimensionales (Sato et al., 2011). A pesar de este avance, no lograron
que el sistema fuera efectivo. El desarrollo de un sistema in vitro efectivo se presenta como
extremadamente complejo, ya que deberia asegurar la sobrevivencia de una mezcla de
células somaticas y células germinales en una disposicion espacial 6ptima, proveer sefales
endbcrinas y paracrinas y permitir el mantenimiento del potencial stem al autorenovarse y

diferenciarse en las condiciones in vitro (Reuter et al., 2012).
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Una alternativa no in vitro relacionada con la maduracion de células germinales por
fuera del donante, pero dentro de un organismo, es el transplante de una linea germinal en
el animal receptor por xenografting o transplante de las células germinales. El xenografting
de fragmentos de testiculos ha permitido la generacién de espermatozoides de varias
especies (Schlatt et al., 2011). Otra opcién para generar tejidos testiculares funcionales es el
xeno-transplante de cordones seminiferos reconstruidos in vifro. En un experimento
desarrollado por Honaramooz et al., 2007, células testiculares aisladas de testiculos de
cerdos fueron centrifugadas y los pellets obtenidos fueron injertados en ratones desnudos
huéspedes donde se formaron tejidos testiculares funcionales luego de unos pocos meses.
Se lograron similares resultados en roedores (Gassei et al., 2007).

Algunas estrategias adicionales han sido ocasionalmente empleadas para la
purificacion de poblaciones celulares especificas de testiculo, como es el caso de la
separacion celular activada magnéticamente (Van der Wee et al., 2001; Ryu et al., 2005;
Zhou et al., 2008). Sin embargo, requiere el uso de anticuerpos especificos no siempre
disponibles.

1.5. La citometria de flujo para la clasificacion celular basada en contenido de ADN

En 1969, Van Dilla y colaboradores demostraron que las diferencias en el contenido
de ADN pueden ser utilizadas, a través de la CMF, como parametro de distincion de
diferentes poblaciones celulares dentro de una suspension celular heterogénea (Van Dilla et
al.,1969). Estos autores observaron la relacién existente entre el contenido de ADN e
intensidad de fluorescencia en la cuantificacion de ADN, y generaron histogramas para
visualizar las diferentes fases del ciclo celular (G1, S y G2). La exposicién celular a
fluorocromos de unién estequiométrica al ADN y analisis por CMF permiten, de este modo,
la discriminacion de poblaciones celulares segin las diferentes intensidades de
fluorescencia que emiten de acuerdo a su ploidia y contenido de ADN. Tales poblaciones
celulares podran eventualmente también ser clasificadas, si se dispone de un citdbmetro de
flujo con esta funcion (sorter).

El fluorocromo que méas habitualmente se utiliza para los estudios de contenido de
ADN es el ioduro de propidio (IP), que se excita en el rango del azul y verde, y su emisién
maxima es a 620 nm (rojo). El laser azul (488 nm) es el mas comun, ya que es el que viene
por defecto en practicamente todos los citémetros de flujo. Dado que el IP no es un
colorante vital, inicamente tefira células muertas o con su pared danada, por lo cual no es
adecuado si el objetivo es clasificar células vivas.

El fluoréforo que se ha venido utilizando més frecuentemente para la identificacién de
células vivas en CMF es el Hoechst (bisbenzimida) 33342, un intercalante que se incorpora

entre los pares A-T del ADN. Es excitable a bajas longitudes de onda, en el rango del
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ultravioleta y violeta. Si bien el 33342 es un colorante vital y por ende tifie tanto las células
muertas como las vivas, presenta algunas desventajas. En primer lugar, no todos los
citbmetros de flujo disponen de un laser UV. En segundo lugar, precisamente por excitarse
en el UV este colorante produce danos en el material genético, lo que no lo hace apropiado
para clasificar células para usos posteriores que requieran integridad de acidos nucleicos
(por ejemplo, estudios de transcriptémica). Dada su accidbn mutagénica y citotoxicidad,
tampoco es un fluorocromo idéneo para aplicaciones en las cuales el material quiera ser
empleado en estudios con futuros objetivos de aplicacion a la clinica, como el cultivo de
espermatogonias para trasplante, o el sexado de espermatozoides.

1.6. La espermatogénesis vista a través de la citometria de flujo

Como se mencion6 anteriormente, en los testiculos de mamiferos adultos coexisten
diversos tipos celulares, con diferente contenido de ADN:

- células C (espermatidas redondas y en diversas etapas de elongacion, espermatozoides
maduros);

- células 2C (espermatogonias de diversos tipos cursando fase G1 de mitosis,
espermatocitos secundarios, diversas células somaticas);

- células 4C (diferentes estadios de espermatocitos primarios, espermatogonias en fase G2
de mitosis).

Sobre suspensiones celulares de testiculo, la CMF también ha permitido la
discriminacion de diferentes poblaciones celulares, en base a sus diferentes contenidos de
ADN (revisiobn por Geisinger y Rodriguez-Casuriaga, 2010). El andlisis por CMF de
suspensiones celulares testiculares de especimenes adultos ha revelado cuatro grandes
niveles de fluorescencia, de acuerdo a su ploidia y nivel de incorporacion del fluorocromo
(Meistrich et al., 1978; Janca et al., 1986; Malkov et al., 1998; Aslam et al., 2002; Wistuba et
al., 2003). En consecuencia, los histogramas resultantes del analisis de estas suspensiones
de testiculo provenientes de adultos presentan cuatro picos principales, que de izquierda a
derecha son: un primer pico aparentemente sub-haploide, y tres picos correspondientes a
las poblaciones celulares con contenido de ADN C, 2C y 4C (Fig. 1.11). Mientras que la
poblacién celular que presenta fluorescencia correspondiente al contenido C contiene
espermatidas redondas y en elongacion, el pico aparentemente sub-haploide representa
espermatidas ya elongadas y espemios maduros. El menor nivel de tincion de estas células
ha sido atribuido a los cambios quimicos y morfoldgicos que ocurren durante la maduracion
espermatica y la transicién del empaquetamiento del ADN con histonas al empaquetamiento

con protaminas, que ocasiona un nivel de compactacién mucho mayor de la cromatina.
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Como resultado de este fenédmeno, se reduce el nimero de sitios en el ADN disponibles
para la unién de fluorocromos (Spano¢ y Evenson, 1993).

Figura 1.11.- Histograma resultante del anélisis de
una suspension celular de testiculo de ratén adulto,
representando el numero de células en cada nivel
de fluorescencia. El pico mas alto corresponde a
células con contenido de ADN=C, y el que aparece
a su izquierda, de contenido aparentemente sub-
haploide (sefnalado con una punta de flecha),
corresponde a células también  haploides
(espermatidas elongadas y espermios maduros),
pero que muestran una menor intensidad de
fluorescencia, dada la elevada compactacion de su
FL2-A cromatina (extraido de Malkov et al., 1998).

Counts
18) 240

120

ba

La combinacién de dos o0 mas parametros ha permitido una discriminacién mas fina
entre diferentes tipos celulares que poseen igual cantidad de ADN. Por ejemplo,
combinando la informacién sobre el contenido de ADN con la magnitud de la dispersion
frontal de la luz (que provee informacion sobre los tamafos relativos), se han logrado
separar poblaciones celulares testiculares con alto grado de pureza (Grogan et al., 1981).
Posteriormente, se describié la aplicacion de la CMF basada en cuatro parametros
citométricos diferentes, para la caracterizacién y separacion de poblaciones celulares
especificas de testiculo (Malkov et al., 1998). Los parametros utilizados en este caso fueron:
dispersion frontal que representa el tamafo celular (forward scatter, FSC-H); dispersion
lateral que refleja granularidad o complejidad interna-externa de la célula (side scatter, SSC-
H); fluorescencia total emitida (area de pulso, FL-A), indicativo del contenido total de ADN de
cada célula; y fluorescencia ancho de pulso (FL-W), representativo del tamano nuclear).
Este analisis multiparamétrico se basa en que, como hemos visto mas arriba, ademas de las
diferencias en contenido de ADN mencionadas, los diferentes estadios de maduracién de las
células germinales masculinas (desde espermatogonias hasta espermios) presentan
grandes variaciones en la estructura de su cromatina (nivel de compactacién, distribucion
espacial) asi como también en su tamano y forma nuclear, por lo cual la consideracién de un
mayor numero de parametros podria ayudar a la discriminacion de un mayor numero de
poblaciones celulares y las haria pasibles de purificacion en flujo.

La CMF ha sido utilizada para estudiar el desarrollo testicular posnatal y la
composicion celular testicular de varias especies de mamiferos, entre ellas ratén (Meistrich
et al., 1978; Janca et al., 1986; Petit et al, 1995), rata (Clausen et al, 1982; Van
Kroonenburgh et al., 1985; Suter et al., 1997; Malkov et al., 1998), hamster (Vigodner et al.,
2003, 2004), cerdo (Oskam et al., 2008), gato (Neubauer et al., 2004), cobayo (Rodriguez-

Casuriaga et al., 2011) y varios primates (Aravindan et al., 1990; Aslam et al., 2002; Wistuba
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et al., 2003), incluyendo el hombre (Blanchard et al., 1991; Hittmair et al., 1992). En la figura
I.12 se muestra un ejemplo de visualizacién del avance espermatogénico mediante CMF.
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Figura 1.12 - Avance de la espermatogénesis durante el desarrollo postnatal del testiculo de cobayo
seguido por CMF. Las adquisiciones mostradas fueron realizadas luego de la tincion con ioduro de
propidio (IP). Las edades de los especimenes estan expresadas en dias posparto (dpp). A-H,
histogramas de intensidad de fluorescencia de IP. A’-H’, dot plots mostrando dispersion lateral (SSC-
H o 90° scatter) vs intensidad de fluorescencia de IP, en los que cada punto corresponde a un evento.
El progreso de la espermatogénesis puede visualizarse a través de las variaciones en las poblaciones
C, 2C y 4C en los especimenes en maduracion. Obsérvese el aumento en la proporcion de células
4C a medida que avanza la meiosis (6 a 32 dpp). Del mismo modo, el inicio de la espermiogénesis a
los 32 dias luego del nacimiento queda marcado por la aparicion de las primeras células C. (F, F’).
Extraido de Rodriguez-Casuriaga et al., 2011.

Los andlisis mediante CMF han sido extensamente utilizados en temas vinculados a
la biologia reproductiva, tanto en humanos como en animales. Los efectos toxicolégicos de
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agentes quimicos, fisicos y ambientales sobre la reproduccion masculina han sido
evaluados a lo largo de la espermatogénesis (modificaciones en las cantidades relativas de
diferentes tipos celulares, alteraciones en los histogramas) (Jagetia et al., 1996; 1997; Jyothi
et al., 2001; Yoon et al., 2003; Ojha et al., 2008), asi como en ensayos sobre la integridad de
la cromatina y calidad del semen (De luliis et al., 2009). La utilidad de la CMF en el
diagnéstico de la infertilidad masculina en humanos (Clausen y Abyholm, 1980; Hittmair et
al., 1994; Kostakopoulos et al., 1997), y en la capacidad fecundante de animales (Druart et
al., 2009) ha sido claramente puesta en evidencia, y existen varias revisiones en el tema
(Garrido et al., 2002; Cordelli et al., 2005; Marchesi et al., 2007, Evenson et al., 2007).
Ademas, se ha logrado discriminar y separar espermatozoides conteniendo un cromosoma
X de aquellos que poseen un cromosoma Y en base a pequefas diferencias en el contenido
de ADN. Esta técnica es actualmente de uso habitual en ciencias veterinarias para el control
del sexo de la progenie (revision por Garner, 2006; Hamano, 2007; Vazquez et al., 2008;
Rath y Johnson, 2008; Sharpe y Evans, 2009).

La CMF también ha sido utilizada en una gran variedad de abordajes experimentales,
como la caracterizacion y purificacion de poblaciones de espermatogonias pluripotenciales
(células madre o stem cells) (Shinohara et al., 2000; Hermann et al., 2009) para su cultivo in
vitro (Ryu et al., 2005) o con fines de transplante (Falciatori et al., 2004; Lassalle et al., 2004;
Fujita et al., 2005, 2006), el estudio del avance de la espermatogénesis y la diferenciacién
celular en intentos de desarrollo de sistemas de cultivo in vitro de células de linea germinal
masculina (Weiss et al., 1997; Lee et al., 2011), el monitoreo de la proliferacion de células
germinales en ratones transgénicos (Jeyaraj et al., 2002), y el estudio de la apoptosis celular
a nivel del epitelio seminifero (Blottner et al., 2007; Martinez-Pastor et al., 2008; Zhou et al.,
2009; Wang et al., 2009).

Sin embargo, salvo algunos ejemplos aislados (Tanaka et al.,, 2002; Fallahi et al.,
2010), la CMF no ha sido utilizada como un método estandar para obtener poblaciones
celulares espermatogénicas especificas, para su posterior empleo en estudios de expresién
génica. Este es uno de los grandes intereses del equipo de investigacion en Biologia
Molecular de la Reproduccion del IIBCE, como se describe en la siguiente seccion. Es
importante sefialar que la capacidad de clasificar poblaciones especificas de células de
testiculo en base a contenido de ADN, y prescindiendo del uso de anticuerpos, es
importante por varias razones. Por un lado, es un procedimiento mas rapido (menos pasos)
y econdémico. Ademas, las células salen del sorter prontas para usar, y no unidas a un
anticuerpo, lo que dificultaria abordajes posteriores. Mas aun, no se han descrito
anticuerpos de superficie que sean realmente especificos para la mayor parte de los tipos
celulares del testiculo.
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I.7. Antecedentes del grupo de trabajo

Una de las principales lineas de investigacion del grupo de Biologia Molecular de la
Reproduccion del IIBCE consiste en estudiar la expresion génica diferencial durante la
espermatogénesis de los mamiferos empleando modelos roedores. La sensibilidad de los
estudios moleculares ha ido en incremento y contamos hoy dia con técnicas sumamente
sensibles, que requieren elevada calidad y pureza del material de partida. En relacién al
testiculo, es necesario salir de la heterogeneidad inicial de la muestra y lograr poblaciones
celulares lo mas homogéneas posibles correspondientes a diferentes fases del proceso de
espermatogénesis.

Las técnicas de separacion celular permiten estudiar qué transcriptos estan
presentes en un determinado tipo celular. Como se ha mencionado, los métodos clasicos de
preparacion de suspensiones celulares de testiculo y posterior separacion de estadios
mediante elutriacion o Staput, s6lo permiten un enriquecimiento relativo, y Unicamente en
algunos tipos celulares que son los mas faciles de separar, por abundancia relativa y
diferencias de tamafo. Ademads, son procedimientos extensos y laboriosos. En
consecuencia, pueden terminar afectando los niveles de expresién génica durante el largo
proceso de purificacién. Ademas, debe considerarse que la duracién del proceso es
especialmente critica para la representacién de algunos RNAs y proteinas con periodos de
vida cortos (Geisinger, 2008). Por lo tanto, cuando el objetivo es el estudio de la expresién
génica, deben minimizarse la duracién del proceso y la manipulacién implicada de manera
de prevenir la degradacién o pérdida de macromoléculas de interés, y cambios con respecto
a la situacion in vivo.

Desde hace varios afios el grupo de Biologia de la Reproduccion del IIBCE, en
colaboracién con el Servicio de Citometria de Flujo y Clasificacién Celular del mismo
instituto, ha incorporado la CMF para purificar células en distintas etapas de la
espermatogénesis de roedores para su posterior empleo en estudios moleculares. Entre los
aportes realizados, se destacan: a) el desarrollo y optimizacion de métodos de preparacion
de suspensiones celulares de testiculo que mantienen una buena integridad celular y
proporciones celulares testiculares para su posterior analisis por CMF (Rodriguez-Casuriaga
et al., 2009, 2013); b) la distincion y purificacion mediante CMF de estadios tempranos de la
profase meiética (L/Z) separadamente de los medios/avanzados (P/D) en el cobayo, modelo
biolégico con un inusualmente elevado contenido de L/Z (Rodriguez-Casuriaga et al., 2011).
Este desarrollo se llevé a cabo mediante la utilizacién del fluorocromo ioduro de propidio
(IP).

Este ultimo desarrollo logrado en el cobayo, no pudo ser reproducido en el ratén,

modelo mamifero por excelencia, a pesar de los intentos realizados. Sin embargo, era de
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gran interés del grupo poder obtener una poblacién de elevada pureza representativa de
estos estadios meibticos tempranos en el raton (pobremente conocidos a nivel molecular), y
empleando, ademas, fluorocromos vitales de unién al ADN para asegurar una buena calidad
del material clasificado. La obtencion de este material permitiria al grupo acceder a estudios
de transcriptémica incluyendo estas etapas tempranas, de altisimo interés por tratarse del
momento de la profase meibtica en que los cromosomas homélogos se reconocen, se
alinean, y comienzan a sinapsarse (formacién de CS). Es ademas sabido que la alteracién
de estos procesos producira errores de apareamiento y segregacion, que se encuentran en
muchos casos en la base de patologias como la infertilidad y el cancer testicular (Hann et
al., 2011; Tvrda et al., 2015). Dado que el equipo disponible en el IIBCE sélo contaba con
una linea de excitacién 488, el fluorocromo debia ademas ser excitable a esta longitud de
onda. En este sentido, debe mencionarse que otros grupos de investigacion (Gaysinskaya et
al., 2014) han realizado aportes en relacién a la discriminacién de subpoblaciones meiéticas
empleando el fluorocromo vital de unién al ADN Hoechst 33342. Sin embargo, debe
recordarse que este fluorocromo es excitable en el rango no visible (laser uv), y los niveles
de pureza que obtuvieron los autores fueron moderados (por ejemplo, 60-80%
enriquecimiento en L).

Paralelamente, también era de interés del grupo comenzar a descifrar la ubicacién
de los diferentes tipos celulares dentro de la poblacién con contenido de ADN 2C, con el
objetivo de poder desarrollar ulteriores estudios de expresién génica.

Esta tesis de maestria surge como consecuencia de estas inquietudes. Durante la
misma se analiz6 el potencial del fluorocromo Vybrant DyeCycle Green (VDG) para la
clasificacién de las distintas poblaciones celulares de testiculo, y presentamos los resultados
obtenidos en este sentido.

La hipétesis de trabajo manejada fue la siguiente:

Es posible lograr una buena discriminacion de diversas poblaciones celulares de testiculo y
su purificacion por CMF, mediante la optimizacion de protocolos y el empleo de un

fluorocromo vital de ultima generacion.
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Il. OBJETIVOS
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Il.1. Objetivo general

Contribuir al desarrollo de métodos que permitan la purificacion de los distintos tipos
celulares del testiculo de raton (el modelo mamifero por excelencia), que sienten las bases

para la realizacién de estudios moleculares sobre la espermatogénesis de los mamiferos.

I1.2. Objetivos especificos

- Optimizar el protocolo de tincién con VDG para suspensiones celulares de testiculo de
ratones juveniles y adultos.

- Analizar el establecimiento de la primera onda espermatogénica mediante CMF utilizando
VDG y determinar las proporciones relativas de los distintos tipos celulares para las
diferentes edades analizadas, de modo de establecer las edades Optimas para la
purificacion de cada tipo celular.

- Purificar poblaciones celulares testiculares distinguibles en los perfiles citométricos
obtenidos, establecer sus identidades y confirmarlas.

- Comparar los resultados obtenidos con reportes previos sobre este material bioldgico

utilizando otros fluorocromos, en cuanto a sus capacidades de distincién (en los perfiles
citométricos) y purificacién en flujo de diferentes poblaciones celulares del testiculo.
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lll. MATERIALES Y METODOS

35



l1l.1. Animales

Para las preparaciones de las suspensiones celulares testiculares se usaron ratones
(Mus musculus) machos CD-1 Swiss de edades de 10 a 29 dpp provenientes del bioterio del
IIBCE. Se usaron 4-5 especimenes de cada edad. Los animales fueron sacrificados
siguiendo las recomendaciones de los comités especializados (en Uruguay Comision
Nacional de Experimentacién Animal [CNEA]; protocolo experimental 001/02/2012).

lll.2. Preparacion de las suspensiones celulares de testiculo

lll.2.a. Preparacion de suspensiones celulares con método exclusivamente mecanico

Se disecaron y decapsularon los testiculos y se colocaron en hielo, en una caja de
Petri de vidrio de 60mm de diametro conteniendo medio de separaciéon (MS) frio (D-MEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). La tlnica albuginea fue removida y se
cortaron los testiculos decapsulados en trozos de 2-3 mm de lado cada uno.

Se colocaron 4-5 de estos trozos, junto con 1 ml de medio de separacion frio, en un
disgregador mecéanico descartable “Medicon” [Becton Dickinson (BD), San José, CA, USA]
provisto de una malla metdlica con orificios de 50 um (“separator mesh”) y un molinillo
metalico. Posteriormente, se procesé el material en el “Medimachine System” (BD) durante
30 seg.

La suspension celular resultante de la disgregacién se recuperé usando una jeringa
plastica de 3-5 mL sin aguja. Se realizo filtracién a través de una malla de nylon de 50 um de
poro previamente humedecida con 0,5 mL de D-MEM suplementado. Para prevenir cimulos
celulares, se agregé NDA (acido Naftol Disulfénico: 2-naphthol-6,8-disulfonic acid, sal
dipotasica) a concentracién final 0,2%. Posteriormente, se repiti6 la filtracién por malla de 50
um y se colocé en hielo.

Los conteos en camara de Neubauer permitieron también determinar la
concentracion de células en la suspension y ajustarla a 1x10%ml previo a la exposicién al
fluorocromo.

La cantidad de multinucleados eventualmente generados durante el procesamiento
del tejido se determind mediante conteos al microscopio éptico con un n = 300.
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lll.2.b. Preparacion de suspensiones celulares con método combinado

Alternativamente al método descripto en el punto anterior, se prepararon
suspensiones celulares de testiculo mediante un método combinado enzimatico-mecanico,
segun el siguiente detalle:

Luego de remover la tdnica albuginea, cada testiculo entero fue colocado en un tubo
eppendorf conteniendo 0,5 mL de PBS conteniendo colagenasa 0,6 U/mL y CaCl, 5mM. Se
incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente (TA), mezclando cada 3-4 minutos por
inversién del tubo y vortex breve. Para detener la accién enzimatica se agregd el quelante
de calcio EGTA a concentracién final 10 mM. Posteriormente, se coloc6 en un Medicon el
material testicular tratado y el contenido total del eppendorf junto a 0,5 mL de D-MEM frio
suplementado, y se continué con la disgregacion mecanica y filtrados segun descripto en
l.2.a.

lll.3. Andlisis y separacion por citometria de flujo

lll.3.a. Exposicion de suspensiones celulares a Vybrant DyeCycle Green

Una vez preparadas las suspensiones celulares y ajustada su concentracién a
1x10°%/ml, se procedio a tefirlas con el fluorocromo vital de unién al ADN Vybrant DyeCycle
Green (VDG, Invitrogen). Se empleé una concentracion final de VDG de 10 mM (2ul de
fluorocromo/ml de suspension celular). Los tubos muestra se llevaron luego a estufa de
incubacién durante 1 hora a 35°C, con agitacién moderada (80 rpm), en posicion horizontal y

protegido de la luz.

lI1.3.b. Analisis citométrico en flujo

Las suspensiones celulares de testiculo fueron analizadas con un citometro de flujo y
clasificador celular FACSVantage (BD) equipado con un laser de argén con emisién a 488
nm (Coherent, Innova 304) y un sistema de enfriamiento por circulacién de agua. La
intensidad del laser fue fijada en 100 mW y la fluorescencia emitida por el VDG colectada en
FL1 utilizando un filtro de banda de 530/30. Se seleccion6 una boquilla de 70 um para
realizar las medidas citométricas en flujo [este tamafio de boquilla es apropiado para permitir
el pasaje de los meiocitos |, de gran tamano (Mays-Hoopes et al,, 1995)]. Se utilizaron
particulas DNA QC (BD) para optimizar la deteccion de fluorescencia, chequear la linealidad

del equipo y permitir la discriminacién de dobletes. Se empleé el programa CELLQuest (BD)
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para el andlisis de los siguientes parametros: dispersion frontal o forward scatter (FSC-H),
dispersion lateral o side scatter (SSC-H), area total del pulso o intensidad total de
fluorescencia (FL1-A), y ancho del pulso o duracion de la emisién para cada evento (FL1-
W). Todos los parametros fueron operados en escala lineal y se emplearon los mismos
settings para cada experimento (con leves ajustes en deteccion de FL1). El threshold fue
establecido en el parametro de dispersion frontal (forward scatter) al menor nivel posible.
Los dobletes se excluyeron del andlisis usando dot plots con FL1-A vs FL1-W. Todos los
estudios con FACSVantage se llevaron a cabo utilizando el equipo ubicado en el Servicio de
Citometria de Flujo y Clasificacién Celular (SECIF) del IIBCE, manejado por el técnico
especializado de la plataforma.

lll.3.c. Clasificacion en flujo de poblaciones de interés

Al igual que los andlisis por CMF, todas las clasificaciones celulares fueron
realizadas en el equipo FACSVantage (BD) del SECIF. Las regiones de sorting fueron
determinadas en los dot plots FL1A/SSC-H. Las células fueron clasificadas a una velocidad
de aproximadamente 1500 eventos/seg. Las poblaciones fueron clasificadas utilizando gates
combinados para exclusion de restos celulares y dobletes en graficos de FL1-A vs SSC-H.
Se seleccionaron fracciones de 2C con SSC-H alto y bajo, segin se muestra en los perfiles
de seccion Resultados.

Para fines analiticos (microscopia, inmunocitoquimica), las células fueron
directamente depositadas sobre diversos soportes solidos (placas de Petri o cubreobjetos)
empleando el programa CloneCyt (BD). En el caso de las cajas de Petri, el material
clasificado se empleé para andlisis bajo microscopia confocal laser y contraste por
interferencia diferencial (DIC) para rapidamente realizar la determinacién primaria de la
homogeneidad de las fracciones clasificadas y la integridad celular post-sorting. En el caso
de cubreobjetos, el material depositado se utilizé en ensayos de inmunocitoquimica (ver mas
abajo). En el caso del material clasificado para ser empleado en ensayos de qRT-PCR se
emple6 el modo de clasificacién Counter (el modo de mayor pureza del sorter) y se colecté
un namero conocido de células en tubos eppendorf. Se mantuvieron muestras y tubos de
colecta a 3—4 °C usando una unidad de refrigeracion.
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I1l.4. Inmunolocalizaciones

lll.4.a. Anticuerpos especificos empleados

Luego de los sorting, un pequefo panel de anticuerpos primarios fue empleado en
ensayos inmunocitoquimicos sobre el material clasificado, a modo de marcadores de
diferentes poblaciones celulares de interés:

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-SYCP3 (Acris Antibodies RA25051; dilucién
1:100); la proteina SYCP3 es un componente de los elementos laterales de CS (Fraune et
al., 2012).

- Anticuerpo monoclonal de ratén anti-vimentina (Abcam ab20346; dilucion 1:400);
la vimentina es un componente de filamentos intermedios ausente en células de linea
germinal (Franke et al., 1979).

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-EpCAM (Abcam ab71916; dilucién 1:100);
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) es una glicoproteina transmembrana que
participa en procesos de adhesién celular independientes del calcio. En testiculo posnatal,
se expresa en células de linea germinal hasta el estadio de espermatocito (Anderson et al.,
1999).

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-3HSD1 (HSD3B1) (Abcam ab65156; dilucién
1:100); la enzima HSD3B1 (3B-hidroxi-delta-esteroide-deshidrogenasa tipo 1) participa en la
sintesis de esteroides y esté presente en células con actividad esteroidogénica (en testiculo,
solo en células de Leydig) (Ge et al., 2007).

- Anticuerpo monoclonal de rata anti-TRA98 (Abcam ab82527; dilucién 1:200);
TRA98 ha sido descripto como un antigeno nuclear especifico de células germinales
(Tanaka et al., 1998).

Los anticuerpos secundarios empleados fueron:
- Anti-conejo conjugado a Texas red, diluciéon 1:500 (Abcam ab6719)
- Anti-conejo conjugado a Alexa 647; dilucion 1:500 (Abcam ab150067)
- Anti-conejo conjugado a Alexa 405; dilucion 1:500 (Abcam ab175649)
- Anti-rata conjugado a Alexa 568; dilucién 1:500 (Abcam ab175475)
- Anti-ratén conjugado a Alexa 647; dilucién 1:500 (Abcam ab150115)
- Anti-ratén conjugado a Alexa 405; diluciéon 1:500 (Abcam ab175660)
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lll.4.b. Preparacion de soportes con Poli-L-lisina

Para favorecer la adhesion del material, los soportes de vidrio fueron previamente
tratados con una solucion de Poli-L-lisina 0,1% (Sigma P8920), del siguiente modo:

Cubreobjetos: Los cubreobjetos de 24 x 24 mm fueron cuidadosamente limpiados
con etanol 80% y luego colocados en multiwell de 6 pocillos, donde se dejaron secando
overnight a TA. Posteriormente, se colocaron 100 pl de solucién de poli-L-lisina sin diluir
sobre un trozo de Parafilm, y se ubicaron los cubre-objetos encima, en contacto con el
liquido; se dejé incubando durante 1 hora a TA. Se llevaron nuevamente a multiwell 6 y se
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con agua bidestilada a TA con agitacién suave.
Se dejaron secar durante varias horas a TA y se almacenaron a 4°C en el mismo multiwell
sellado con parafilm.

Portaobjetos: Los portaobjetos fueron limpiados con etanol, y una vez secos, se les
traté con una dilucién 1:10 de poli-L-lisina (concentracién final 0,01%) durante 10 minutos.
Una vez removido el exceso de liquido, sin enjuagar, se dejaron secar a TA protegidos del
polvo y se almacenaron.

lll.4.c. Inmunohistoquimica sobre criosecciones testiculares

El panel de anticuerpos fue primeramente probado en ensayos de
inmunohistoquimica sobre criosecciones de testiculo de ratones adultos. Este abordaje nos
permitié contar con la referencia espacial dentro del epitelio seminifero, y poder identificar
mas facilmente los diferentes tipos celulares testiculares en base a su aspecto, reactividad al
anticuerpo y posicién dentro de los tlbulos seminiferos.

Para ello, trozos de testiculo fueron crioprotegidos por inmersién en soluciones
crecientes de sacarosa del 10 al 30% en buffer PHEM (60mM PIPES, 25mM HEPES, 10mM
EGTA, 2mM MgCl,; pH 7,2-7,4), luego infiltrados en concentraciones crecientes de medio de
congelacion de tejidos (Jung) y decrecientes de sacarosa hasta medio de congelacién puro.
Los fragmentos de tejido infiltrado fueron colocados en moldes conteniendo medio de
congelacion puro y congelados a -20°C. Los blogues resultantes se dejaron solidificar al
menos 12 horas. Luego se procedi6 a montarlos en un criéstato SLEE modelo MEV
previamente enfriado a -20°C, y se realizaron cortes de 10 um de espesor. Los cortes fueron
recogidos sobre portaobjetos previamente tratados con poli-L-lisina y almacenados a -20 °C
hasta el momento de su utilizacion.

Previo a los inmunoensayos, los cortes fueron hidratados en buffer PHEM por 20
minutos a TA. A continuacién, se procedié a permeabilizar en buffer PHEM con 0,1% tween

20 por una hora a TA, seguido por tres lavados en buffer PHEM de 5 minutos cada uno.
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Para bloquear los grupos aldehidos y cetonas libres se utilizé 1% de borohidruro de sodio en
buffer PHEM por 30 minutos a TA, y se repitieron los lavados. Luego se incubé durante 30
minutos a TA en solucion de bloqueo (PHEM conteniendo 5% SFB, 0,1% BSA, 50mM
glicina). Los anticuerpos primarios se emplearon en las diluciones especificadas en lll.4.a
preparadas en solucion de blogueo, y las incubaciones se realizaron overnight a 4°C. El
anticuerpo no unido se lavé 3 veces por 10 minutos con buffer PHEM conteniendo 0,1%
Tween20 y 50mM glicina. Luego se agreg6 el anticuerpo secundario correspondiente segun
el caso, y se incubo durante 1 hora a TA en solucién de bloqueo. Finalmente, se repitieron
los lavados y se monté con solucion antifade (DABCO 2% en 1:1 glicerol/PBS 0,01M).

Las imagenes se adquirieron en un microscopio confocal Olympus FV300 equipado
con una camara digital DP70, usando el programa Fluoview v. 4.3. (Plataforma de
microscopia confocal del IIBCE).

lll.4.d. Inmunocitoquimica sobre porta-objetos

Sobre suspensiones enteras:

Una vez tefida la suspensién celular con VDG, se mezclaron 750 ul de suspension
celular con 750 pl de paraformaldehido al 2% y se fijaron por 10 minutos a TA. Se procedio
a armar los dispositivos para citocentrifugacion (citospin): se colocé el portaobjeto tratado
previamente con poli-L-lisina sobre el soporte metalico de citocentrifugacién, seguido por
papel absorbente y la pieza de plastico conteniendo el embudo donde se carga la muestra, y
se ajusto finalmente el soporte metalico. Se cargaron 200-400 pul de la mezcla en el citospin
(segun la concentracion celular) y se centrifugdé 2 minutos a 800 rpm.

Inmediatamente después se procedié a realizar la permeabilizacion; para el
anticuerpo dirigido contra el antigeno de membrana EpCAM no se permeabilizd, mientras
que para el resto de los anticuerpos se incubd con Tween20 0,1% durante 5 minutos. A
continuacion de la permeabilizacion, se realizaron 2 lavados en PBS de 5 minutos cada uno.
Se colocaron los anticuerpos primarios en las concentraciones ya especificadas, y se
incubaron en camara himeda a 4°C overnight. Por tratarse de incubaciones prolongadas,
las mismas se realizaron en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma
P2714). Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Los
anticuerpos secundarios se incubaron durante una hora a TA en cédmara humeda o 30
minutos a 37°C. Se realizaron lavados como se describié anteriormente y se mont6 con
DABCO sin DAPI.
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Sobre material clasificado en flujo:

Se midié el volumen recogido del material clasificado en tubo, se mezclé con un
volumen igual de PFA 2% y se procedi6 a concentrar el material en un area pequena
mediante citocentrifugacién y realizar los inmunoensayos, como se describié en el punto

anterior.

lll.4.d. Inmunocitoquimica sobre cubreobjetos

Luego del sorting y deposicion directa sobre cubreobjetos previamente tratados con
poli-L-lisina, se incub6 el material durante 60-90 minutos a 4°C en camara himeda para
permitir la decantacion celular sobre el sustrato. Luego se realizé la fijacion con
paraformaldehido (PFA) 2% en PBS, durante 10 minutos a TA. Se realizaron dos lavados de
5 minutos cada uno con PBS en camara hiumeda, y se procedid a realizar la
permeabilizacién con Tween20 0,1% durante 5 minutos (exceptuando nuevamente el caso
del anticuerpo dirigido contra la proteina de membrana Epcam, que no requiere
permeabilizacién alguna). A continuaciéon, se realizaron lavados como se mencioné
anteriormente. Se agregaron los anticuerpos primarios y se incubaron toda la noche a 4°C
en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma P2714). Al dia siguiente se
realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Los anticuerpos secundarios se
incubaron en camara himeda protegidos de la luz durante una hora a TA o 30 minutos a
37°C. Se repitieron los lavados. Finalmente, se colocé una gota de montante DABCO sin
DAPI sobre un portaobjeto limpio, y sobre éste se montd el cubreobjeto con las células hacia
abajo.

Nuevamente, las imagenes se adquirieron en el microscopio confocal Olympus
FV300 de la Plataforma de Microscopia confocal del IIBCE. En paralelo, se adquirieron
imagenes con contraste de interferencia diferencial (DIC) en el mismo equipo.

ll.5. Analisis confirmatorios de identidad de poblaciones clasificadas por gRT-PCR.

lll.5.a. Diseno de iniciadores para transcriptos marcadores de tipo celular.

En primer lugar, se procedié a la eleccion de genes de expresion especifica de
diferentes tipos celulares testiculares de interés (células de Sertoli, células de Leydig y
espermatogonias). Para ello se realiz6 una revisién bibliografica profunda en busca de
genes cuyo patrén de expresion hubiera dado especifico de los distintos tipos celulares, y se
procedi6 a disefiar juegos de iniciadores para los diferentes genes considerados. Se

eligieron los siguientes genes:
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e Dazl, como marcador de espermatogonias dentro de la poblacion 2C. La proteina
DAZL (deleted in azoospermia like) es un factor promotor de la meiosis en células de
linea germinal (Schrans-Stassen et al., 2001; Lin et al., 2008).

e (Cypi17al, en testiculo sélo expresado por células de Leydig. La enzima
esteroidogénica CYP17A1 (citocromo P450 17a-Hydroxylase/17,20-Lyase) es una
enzima clave en la via de sintesis de la testosterona (Miller y Auchus, 2011).

e (Cint11, de expresién en células de Sertoli. La proteina CLDN11 (claudina 11) se ubica
en las uniones Sertoli-Sertoli y en las areas de contacto de las células de Sertoli con

las espermatogonias (Stammler et al., 2016).

e Prmi1, como marcador de espermatidas, que fueron empleadas como poblacién
control externa. La protamina 1 (PRM1), proteina bdasica con alto contenido en
arginina, constituye uno de los componentes de la cromatina del espermatozoide y
permite un estado de compactacion muy superior al de los nucleosomas con

histonas (Fawcett, 1975a).
El disefio de iniciadores se realiz6 a través de los siguientes programas:

- Primer3PLUS (http://www.primer3plus.com/cqi-bin/dev/primer3plus.cqi)

- Oligoanalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer)
- Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

La fabricacion de los oligonucleétidos se encargd a la empresa Macrogen (Corea).
Los mismos se recibieron liofilizados, se resuspendieron en Tris 10mM pH 8 estéril a una
concentracion stock de 100 uM, y se prepararon alicuotas de trabajo a una concentracién de
10 uM en agua ultrapura estéril. Las secuencias de los iniciadores disefiados y el tamaro
esperado de los productos amplificados, se presentan en Anexos VII.1.
Los mismos fueron empleados primeramente sobre ARN total de testiculo de ratén en
ensayos de RT-PCR a tiempo final, como etapa preparatoria para los qRT-PCR sobre
células clasificadas en flujo.
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lll.5.b. Ensayos de transcripcion reversa (RT) seguida por PCR a tiempo final.

El ARN total de testiculo entero de 26 dpp se empled como molde en reacciones de
transcripcién reversa utilizando como iniciador un oligémero poliT con el fin de obtener ADN
copia correspondiente a todos los genes expresados en cada tipo celular. Para las
reacciones se parti6 de ARN total y se emplearon las siguientes mezclas de reaccion
utilizando soluciones y reactivos libres de ARNasas:

Mezclas de retrotranscripcion

Tubo 1

ARN total de testiculo (2 pg/pL) 0,5 uL
Oligo dT1g (0,5 pg/pL) 1puL
Agua DMPC 9,5uL
Volumen parcial 1 11 uL
Tubo 2

5x buffer RT 4 uL
dNTPs 2,5 mM 2L
Inhibidor de ARNasas (40 U/ uL) 0,25 uL
Agua DMPC 1,75 uL
enzima M-MuLV RT (200 U/ L) 1L
Volumen parcial 2 9 uL

El tubo 1, conteniendo el ARN vy el iniciador oligo dT, se incubd durante 5 minutos a
70°C para lograr la desnaturalizacion del ARN. Luego se coloc6 en hielo y se le agreg6 el
contenido del tubo 2 completando un volumen final de 20 pL. Se mezclé mediante pipeteo
suave y se corrid el siguiente programa en termociclador: 5 minutos a 37°C, 1 hora a 42°C y
10 minutos a 70°C. Finalmente, se guardaron alicuotas de uso (2 pl) a -80°C. Se corrid en
paralelo una reaccién sin enzima transcriptasa reversa como control negativo.

Posteriormente, los ADNc obtenidos mediante transcripcién reversa se emplearon
como molde en reacciones de PCR a tiempo final. La mezcla de reactivos empleada fue la
siguiente:
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Mezclas de reactivos para PCR

Agua ultrapura estéril 10,5 uL
10x Buffer Taq polimerasa 2L
MgCl, (25 mM) 2uL
dNTPs (10 mM) 1L
Iniciador Forward (10 uM) 1l
Iniciador Reverse (10 uM) 1u
Taq polimerasa 0,5 uL
ADNc 2L
Volumen final/tubo 20 uL

Se mezclé mediante pipeteo suave y se llevd a termociclador. El programa utilizado
consistié en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos y 40 ciclos de 30 segundos a
95°C, 30 segundos a temperatura de anillado, y 30 segundos a 72°C, seguidos de una
extension final de 5 minutos a 72°C. Se ensayaron 3 temperaturas diferentes de anillado 55,
58 y 60°C.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa 2% en TAE 1X, en

paralelo a un marcador de peso molecular (escalera de 100 pares de bases).

lll.5.c. Confirmacion de identidades celulares mediante RT y PCR a tiempo real.

Para los ensayos confirmatorios de identidades mediante qRT-PCR, se empled
material clasificado en flujo proveniente de las regiones distinguibles dentro de la poblacion
2C (“2C de alto SSC” y “2C de bajo SSC”) en tres réplicas biolégicas. Se partid6 de un
ndamero conocido de células colectadas, dado que las clasificaciones fueron realizadas
empleando el programa CloneCyt Plus (BD) en el modo Counter. Se utilizaron 3000 células
en cada reaccion. Se empledé el Power SYBR Green Cells-to-Ct Kit (Ambion-Life
Technologies), que no requiere de extraccién previa de ARN, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las células fueron lisadas y se emple6 este lisado como molde para
la transcripcion reversa. Posteriormente, se llevaron a cabo los qPCR empleando las
temperaturas de anillado visualizadas como 6ptimas en los PCR a tiempo final (lll.5.b).
Todas las reacciones se llevaron a cabo en tres réplicas bioldégicas en un equipo CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System1 (BioRad, Hercules, CA).

La eficiencia de amplificacion de los juegos de iniciadores disefiados fue evaluada
mediante analisis de la curva estandar obtenida para diluciones seriadas del ARN total de

testiculo. Para los juegos de iniciadores aca presentados fue superior al 90%.
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El método utilizado para la cuantificacién relativa fue 2. El gen Ppp1cc (proteina
fosfatasa 1, subunidad catalitica, isozima gama) fue elegido como gen housekeeping
normalizador (Warrington et al., 2000; Ersland et al., 2012), y las espermatidas redondas
fueron empleadas como poblacién externa (gen especifico utilizado: protamina 1, Prmf1),
también en triplicado.
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IV.RESULTADOS
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IV.1. Vybrant Dye Cycle Green aplicado a suspensiones celulares de testiculo de

raton: clasificacion de poblaciones celulares C y 4C.

Empleando el método exclusivamente mecanico descripto en lll.2.a, se obtuvieron
suspensiones celulares testiculares de buena calidad presentando una viabilidad global
>90% y un 8% de multinucleados, segin pudo determinarse por exclusién de colorante y
conteos al microscopio, respectivamente.

Tales suspensiones fueron expuestas a VDG y analizadas por CMF segun se detalla
en Materiales y métodos. Sobre los perfiles citométricos, particularmente en los dot plots,
pudo comprobarse la existencia de un importante nimero de poblaciones celulares
diferenciables entre si. Cabe destacar que no todos los fluorocromos de unién al ADN rinden
este tipo de perfiles. A modo de ejemplo, en la figura IV.1 se comparan los perfiles obtenidos
a partir del analisis de suspensiones celulares de testiculo de ratéon adulto expuestas a
loduro de Propidio (IP) y a VDG.
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Fig. IV.1. Comparacion de perfiles citométricos obtenidos a partir de suspensiones celulares de
testiculo de ratén adulto expuestas a IP (izquierda) o VDG (derecha).

De acuerdo a la intensidad de fluorescencia, el IP permite distinguir 3 poblaciones
celulares en base a su contenido de ADN. Las mismas corresponden a las poblaciones 4C,
2C, C. No aparecen diferencias importantes cuando se considera el parametro desviacion
lateral de la luz (SSC, side scatter, que corresponde a la complejidad celular) bajo esta
tincion.

A diferencia del IP, la intensidad de fluorescencia del VDG permite diferenciar cinco

grandes poblaciones dentro de la heterogénea mezcla de células testiculares de ratén y
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considerando los mismos parametros, intensidad de fluorescencia [FL1 y FL2-area,
reflejando esta Ultima el contenido de ADN]), y SSC. Adicionalmente, la consideraciéon del
parametro SSC representativo del nivel de complejidad celular, permite diferenciar una sexta
poblacién de elevada complejidad dentro de las células 2C (alto SSC-H).

La identificacién en los dot plots de un mayor nimero de poblaciones discretas
cuando se emplea un fluorocromo como el VDG sobre suspensiones de células testiculares,
abre la posibilidad de aislar dichas poblaciones mediante clasificacién en flujo, para luego
intentar determinar su identidad y el grado de pureza obtenido. Con este objetivo fue que se
determinaron regiones de clasificacion en base a diferencias en contenido de ADN, tamano
y complejidad celular.

En la figura 1V.2 se muestra un ejemplo de perfiles citométricos obtenidos con VDG
donde se consideraron los parametros contenido de ADN (FL1-A) y desviacién frontal de la
luz (FSC, forward scatter), representativa del tamano celular, en un individuo de 21dpp. Se
marcaron sobre los dot plots dos regiones de clasificacion (R1 y R2) y el material clasificado
fue luego analizado al microscopio.
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Fig IV.2. A) Analisis por citometria de flujo de suspension celular testicular de ratén de 21 dpp tenida
con VDG. Grafico de puntos indicando dispersion frontal de la luz (forward scatter, FSC-H) vs.
intensidad de fluorescencia verde del VDG (FL1-Area) y su correspondiente histograma. Los picos
corresponden a las poblaciones celulares que difieren en su contenido de ADN (C, 2C y 4C). Las
regiones de sorting elegidas para las poblaciones C y 4C se muestran como R1 y R2
respectivamente. B) Andlisis de células clasificadas provenientes de las regiones indicadas (C region
de alto FSC-H [R1] y 4C region derecha de alto FSC-H [R2]). Las células clasificadas fueron
analizadas mediante microscopia laser confocal (fluorescencia del VDG) y contraste de interferencia
diferencial (DIC). Notese la homogeneidad e integridad del material clasificado. Las barras
corresponden a 20 um.

El andlisis citolégico de estas fracciones permiti6 establecer que la poblacion R1
correspondia a espermatidas redondas (ER) dado su contenido de ADN, tamafo y aspecto
(nucleolo caracteristico, aspecto de la cromatina); mientras que la fraccion R2
corresponderia a espermatocitos primarios en etapas medias a avanzadas (P/D,
paquiteno/diploteno, mayormente paquiteno) dado su contenido de ADN, tamafio
celular/nuclear y aspecto de la cromatina (Rodriguez-Casuriaga et al., 2014).

Como puede observarse, las células post-sorting preservan su citoplasma y exhiben
muy buena integridad y aspecto, lo cual resulta critico cuando el método se emplea con
fines preparativos (por ejemplo, extracciones posteriores de ARN para estudios de expresion
génica). Por otra parte, es notoria la homogeneidad de las fracciones purificadas, lo cual
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sumado a su excelente preservacién, torna a éste un material ideal para estudios

comparativos a nivel molecular de las condiciones meiética (R2) y posmeiética (R1).

1V.2. Vybrant Dye Cycle Green y su poder de discriminacion dentro de la poblacion 4C

de testiculo de raton.

Empleando el método de disgregacion exclusivamente mecanica descripto en [l.2.A

seguido por exposicién al VDG nos abocamos a intentar realizar clasificaciones mas
refinadas.
En trabajos previos del grupo de Biologia Molecular de la Reproduccion del IIBCE en
colaboracién con el SECIF, se habia logrado la clasificacién de subestadios de primera
profase meiética empleando como modelo biolégico al cobayo y exposicion prolongada al IP
(Rodriguez-Casuriaga et al, 2011). Sin embargo, como hemos mencionado, el cobayo
constituye una excepcién en el sentido de que presenta una profase meiética temprana (L/Z)
muy prolongada. En la mayoria de los mamiferos, en cambio, la profase temprana es de
muy corta duracién, por lo cual la representacion de espermatocitos tempranos es
significativamente menor. En particular en el ratén, los estadios de L y Z en conjunto duran
aproximadamente 1,5 dias, unas 5 veces menos que en cobayo (Rodriguez-Casuriaga et al.,
2011). A consecuencia de ello, no habia sido posible reproducir esta técnica de purificacion
a partir de testiculo de raton. Ademas del menor poder discriminatorio del IP y su
incapacidad de discriminar subpoblaciones en el ratén, debido a que es un colorante no
vital, como era de esperar, comprobamos que las células de cobayo purificadas mediante
este colorante no presentaban buena integridad (membrana dafada).

La incorporacién del fluorocromo vital VDG y su aparente mayor capacidad de
discriminar subtipos celulares, abria la posibilidad de purificar subestadios de primera
profase meio6tica aln en situacion de baja representacion celular. Ademas, dado que como
hemos mencionado, el material obtenido era de muy alta calidad (ver Figura IV.2), decidimos
probarlo como medio de purificacién de subestadios de profase meiética en el raton. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura IV.3. El VDG efectivamente posibilité la
purificacion de subestadios meibticos en alta pureza a partir de material de ratén, a pesar de
su escaso porcentaje dentro de la suspension testicular. En estos ensayos se emple6 un
anticuerpo dirigido contra un componente de elemento lateral de complejo sinaptonémico
(SYCP3) sobre material clasificado proveniente de las regiones R3 y R4 indicadas en la
figura 1V.3. Esta inmunomarcacién permite discriminar etapas meiéticas tempranas de las
medias/avanzadas ya que estas Ultimas presentan CS totalmente ensamblados de un
extremo cromosémico al otro (marcacién filamentosa mas gruesa), mientras que en las

tempranas aln se aprecia la presencia de ejes simples (marcacién mas delgada).
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Figura IV.3. Perfiles de citometria de flujo obtenidos del analisis de la suspension celular testicular de
un ratén de 25 dpp. A) Grafico de puntos dispersion frontal (FSC-H) vs. Intensidad de fluorescencia
verde del VDG (FL1-A) y su correspondiente histograma. En el histograma puede observarse mayor
numero de picos en comparacion con los perfiles obtenidos con IP, denotando que el VDG permite
diferenciar células con igual contenido de ADN. Se indican dos regiones de sorting dentro de la
poblacion 4C (R3 y R4). B) Andlisis de células clasificadas a partir de las regiones R3 y R4.
Microscopia laser confocal e inmunodeteccion usando un anticuerpo contra el elemento lateral del
complejo sinaptonémico SYCP3 (synaptonemal complex protein 3, componente de elemento lateral
de CS). R3 corresponde a espermatocitos tempranos (leptoteno, cigoteno), que presentan ejes
simples solos o combinados con tramos cortos del complejo sinaptonémico; R4 corresponde a
espermatocitos medios a avanzados (paquiteno, diploteno) con los complejos sinaptonémicos
completamente ensamblados. Las barras corresponden a 10um.

Los resultados obtenidos fueron reportados (Rodriguez-Casuriaga et al., 2014) y
representaron un logro importante, ya que permitirian realizar clasificaciones preparativas de
estadios tempranos de profase meiotica para estudios comparativos al nivel molecular en
ratén, modelo mamifero por excelencia. Fue asi que posteriormente, en el marco de otro
proyecto financiado del grupo, a partir fracciones purificadas del mismo modo acé descripto
para las regiones R1-R4 (Figs. 1V.2-3), pudieron obtenerse ARNs totales de buena calidad
que fueron empleados para estudios transcriptdmicos, con resultados altamente

satisfactorios (Da Cruz et al., 2016).
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1V.3. Diferencias en enriguecimiento relativo de poblaciones celulares testiculares de
interés para diferentes edades posparto.

En la figura IV.4 se presentan algunos perfiles citométricos resultantes del andlisis de
suspensiones de células testiculares de ratones de algunas edades representativas,
expuestas al fluorocromo vital VDG. En estos ejemplos puede apreciarse la
presencia/ausencia y abundancia/escasez de las diferentes poblaciones celulares de
testiculo, dependiendo de la etapa de desarrollo posnatal en el momento del procesamiento

y analisis del material.
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Fig. IV.4 - Andlisis por citometria de flujo de suspensiones celulares testiculares de ratones de 11, 15,
17, 21 y 23 dpp expuestas al fluorocromo VDG. Se presentan los datos en gréficos de puntos
indicando dispersion frontal de la luz (FSC-H) vs. intensidad de fluorescencia del VDG (F L1-Area) y
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sus correspondientes histogramas. Los picos corresponden a las poblaciones celulares que difieren
en su contenido de ADN (C, 2C y 4C).

En CMF, para obtener resultados positivos es necesario optimizar las condiciones de
clasificacién en flujo. Por ejemplo, es recomendable evitar la clasificacion de “eventos raros”,
entendiéndose por raros los de muy baja frecuencia en la muestra (< 5%). Cuanto mas
abundante sea la poblacién objetivo dentro de la muestra (en nuestro caso, dentro de la
suspension celular testicular), mayores probabilidades de clasificar y recuperar con éxito una
mayor cantidad de material en tiempos menores. Por ejemplo, si la poblacion objetivo para
el sorting es la poblacion de espermatidas redondas,se tendra que elegir ratones de al
menos 20 dpp, pero si se elijen especimenes de 23-27 dpp el contenido de estas células
serd 2-2,5 veces mayor y se estara optimizando su clasificacion (Tabla IV.1 y Figura 1V.5).

Tabla IV.1. Abundancia relativa durante el desarrollo posnatal del ratén de las poblaciones R1 y R2
mostradas en la figura IV.2: espermatocitos primarios en estadios de paquiteno/diploteno (P/D, R2), y
espermatidas redondas (ER, R1).

Edad (dpp) P/D (%)* ER (%)*
15 10,80 £ 4,15 0,38 £ 0,08

17 17,20 4,89 0,99 0,07

20 13,97 £ 0,38 10,84 £ 2,83

23 12,72 + 2,84 27,06 + 5,55
25+ 7,29+ 1,88 20,98 + 9,83
27-29 4,06 + 1,51 24,05 + 4,57

*Los porcentajes fueron determinados por analisis citométrico en flujo en relacién al gate combinado
de exclusion de dobletes y debris.

**Las disminuciones en los porcentajes a partir de esta edad estan dadas por la aparicion de las
espermatidas en elongacion, y posteriormente de los espermatozoides.
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Figura IV.5 — Comparacion de contenido de espermatocitos paquiténicos/diploténicos (P/D) y de
espermatidas redondas (ER) en suspensiones celulares de testiculo de ratones juveniles con
diferente grado de desarrollo. En cada caso esta indicado el desvio estdndar obtenido. Las
disminuciones en los porcentajes a partir de los 25 dpp estan dadas por la aparicion de las
espermatidas en elongacion, y posteriormente de los espermatozoides.

Otra observacion interesante de la Figura IV.4 corresponde a la poblacion 4C. A los
15 dpp el pico correspondiente ha aumentado notoriamente de tamario debido al importante
incremento en el nimero de células en profase meibtica. Ademas, la apariciéon de los
espermatocitos en paquiteno se hace evidente por el surgimiento del sub-pico derecho, y
esta poblacion se evidencia también en el dot plot correspondiente. Con el avance de la
onda espermatogénica, a los 17 dpp, observamos que ambos sub-picos poseen ya
aproximadamente el mismo tamario, lo cual también se refleja en el incremento en la
densidad de la nube derecha en la poblacién 4C del dot plot.

Sin embargo, el aspecto cuantitativo no es o Unico que debe considerarse en
algunos casos. Por ejemplo, si el objetivo es obtener una poblacion de espermatocitos en
profase media, segun los datos presentados en la tabla IV.1 a los 17-20 dias tendremos en
el entorno de un 14-17% de las células de la suspension, por lo cual podrian emplearse
animales en todo este rango de edades. La eleccion de especimenes de 20 dias me
aseguraria disponer de mas material de trabajo, ya que sus gbénadas seran de mayor
tamano que las de ratones de 17 dpp. Sin embargo, en este caso seria aconsejable optar
por especimenes de poco menos de 20 dias de edad (17-18 dpp). El motivo radica en que el
inicio de la espermiogénesis (y por ende, la aparicion de las primeras espermatidas
redondas) se da en ratén usualmente a los 20 dpp, por lo cual el empleo de individuos de 17
dpp ayudaria a evitar la contaminacion de la fracciéon 4C alta derecha con multinucleados
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formados a partir de espermatidas redondas, que suelen no ser nulos (Meistrich, 1977), y
son indistinguibles por el citbmetro de una verdadera célula 4C.

Con el fin de determinar los rangos de edades apropiadas para optimizar las
condiciones de purificacién en flujo, e incluyendo a todas las poblaciones celulares, se
analizaron por CMF suspensiones celulares de ratones de diferentes edades entre 10 y 29
dpp tenidas con VDG y se determinaron los porcentajes relativos de las células con
contenido C, 2C y 4C (Figura 1V.6).
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Figura IV.6 — Abundancia relativa de las poblaciones C, 2C y 4C durante el desarrollo posnatal de
testiculo de ratén. Los porcentajes representados corresponden a porcentajes del gate combinado
(exclusion de dobletes y exclusion de debris). En cada caso se indica el desvio estandar obtenido. Se
puede observar claramente la aparicion de una poblacion 4C significativa a los 10-11 dpp, indicativa
de la entrada en meiosis, asi como la aparicion de la poblacion C a los 19 dpp, que evidencia el inicio
de la espermiogénesis.

En base a los resultados obtenidos, y considerando otros aspectos relevantes como
masa testicular y eventual contaminacién con multinucleados, se determinaron los rangos de

edades Optimas para purificar diversos estadios:

1. Para la clasificacion de estadios tempranos de primera profase meibtica
especificamente (leptoteno-cigoteno, LZ) la edad optima seria 13 dpp, ya que el
porcentaje relativo dentro de la suspensién es muy elevado y aun hay pocas células
en paquiteno (P).

2. Para la distincion simultanea de estadios tempranos (LZ) y medios (P) de profase

meibtica, en general, la edad 6éptima es 17-18 dpp, ya que presenta un
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enriguecimiento natural importante en estos estadios, y alin no han aparecido las
espermatidas redondas que tienden a formar multinucleados.

3. La purificacion de células posmeidticas, en general, estda enfocada a las etapas
iniciales (espermatidas redondas) por ser aun transcripcionalmente activas, y la edad
Optima para obtenerlas seria 21-25 dpp.

4. Para separar células en profase | que incluyan los estadios meidticos mas tardios
(paquiteno tardio/diploteno, P/D) en simultaneo a espermatidas redondas, individuos
de 21-25 dpp serian los de eleccion.

5. Para la clasificacién de la poblacién 2C total de células testiculares el rango de
edades aconsejable seria 19-22 dpp. El empleo de individuos mayores disminuye el
rendimiento debido a que la presencia de un elevado nimero de células haploides en
edades posteriores, dificulta la distincién clara de las poblaciones de interés en los
perfiles citométricos, y favorece la aparicion de dinucleados de espermatidas
redondas.

Lo planteado en los puntos anteriores puede variar de acuerdo a las necesidades y
objetivos de la investigacion. Por ejemplo, la eleccion de los especimenes adecuados para
la purificacion de estadios medios/avanzados de profase meiética dependera del subestadio
de interés: las edades propuestas en el punto 2 serian adecuadas para la obtencion de
paquiteno medio, mientras que para los mas tardios se requieren individuos mayores (punto
4), con las ventajas y desventajas correspondientes en cada caso que se discutirdn mas
adelante.

Del mismo modo, lo propuesto en el punto 5 puede modificarse de acuerdo a la
investigacion. Por ejemplo, si se desea dejar fuera del material clasificado (de contenido de
ADN 2C) a los espermatocitos Il (en caso de que la poblacion 2C fuera a ser empleada
como una referencia premeiética en posteriores estudios moleculares, por ejemplo), se
deberia partir de especimenes de no mas de 17 dpp. Cabe agregar que esta poblacién seria
igualmente heterogénea, ya que no solamente contiene células de linea germinal en etapas
previas a la meiosis (espermatogonias), sino que también incluye células somaticas de
testiculo (Leydig y Sertoli, entre otras). Las investigaciones que requieran mayor
homogeneidad en el material clasificado deben contar con un mayor refinamiento previo de
la discriminacion de subtipos celulares dentro de esta poblacion.
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1V.4. Vybrant Dye Cycle Green y la distincidn de subpoblaciones celulares dentro de la
poblacion 2C.

Si bien dentro de las poblaciones de células testiculares con contenido de ADN C y
4C las identidades de las poblaciones distinguibles estaban mas claras, no ocurria lo mismo
con la poblaciéon 2C. Esta diferencia se debe a la inexistencia de estudios citométricos
anteriores en relacion a esta poblacién, asi como a la composicion altamente heterogénea
de la misma.

La distribucién de la poblaciéon 2C de células testiculares en los graficos citométricos
bajo tincion con VDG resultdé sumamente llamativa, especialmente al considerar el
parametro dispersion lateral de la luz (side scatter, SSC-H) (Figura IV.7). A partir de los
perfiles citométricos de especimenes de diferentes edades se marcaron dentro de la
poblacién 2C regiones de clasificacién basadas en este Ultimo parametro: una poblacién 2C
con alta dispersion lateral (“2C alto SSC”), y otra poblacién celular 2C con baja dispersién
lateral (“2C bajo SSC”). Como puede apreciarse en la figura V.7, es notoria la diferencia
obtenida en SSC-H para una poblacién con respecto a la otra (R5 con respecto a R6), lo
cual estaria indicando grandes diferencias en la complejidad interna o granularidad de las
células provenientes de estas dos regiones. Eventos provenientes de ambas regiones

fueron clasificados para su posterior estudio.
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Figura IV.7 - Analisis mediante citometria de flujo de suspensiones celulares testiculares de ratones
juveniles de 11 dpp (izquierda) y 23 dpp (derecha) tenidas con VDG. Se presentan gréficos de puntos
indicando la dispersion lateral (SSC-H) vs intensidad de fluorescencia del VDG (FL1-Area) y sus
correspondientes histogramas. En estos ultimos se pueden distinguir picos que corresponden a las
poblaciones celulares presentes que difieren en su contenido de ADN. R5 y R6 corresponden a las
regiones de sorting elegidas en los dot plots dentro de la poblacion 2C para su posterior
caracterizacion.

Una vez clasificadas las fracciones indicadas, se procedié a comprobar visualmente

la diferencia en complejidad interna observada en los perfiles citométricos. Para ello las
células clasificadas fueron analizadas mediante microscopia de contraste por interferencia
diferencial (DIC), ideal para poner en evidencia diferencias en la granularidad o complejidad
interna celular. Los resultados de estos andlisis se ejemplifican en la figura IV.8. La
poblacién proveniente de la region R5 - de alta dispersion lateral - present6 elevada
homogeneidad al microscopio en cuanto a su aspecto, tamafo y complejidad interna. En
relacion a este Ultimo punto, se trata de células con un gran citoplasma en el que resulta
muy evidente la presencia de numerosos granulos que explican su posicién en los graficos.
Por otra parte, la poblacién celular 2C de baja dispersién lateral (region R6) mostrd6 menor
tamano celular que la anterior, citoplasmas notablemente mas pequenos y poco granulosos.
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Figura IV.8 - Andlisis mediante microscopia de contraste por interferencia diferencial de células
clasificadas en flujo provenientes de las regiones R5 y R6 indicadas en la figura IV.7. El elevado
contenido de granulos citoplasmaticos de la fraccion R5 (izquierda) resulta evidente, lo cual explica la
despegada complejidad interna visualizada para esta poblacion en los perfiles citométricos.
Comparativamente, la fraccion R6 (derecha) esta conformada por células mas pequenas y carentes
de estructuras internas evidentes que provoquen una gran dispersion lateral de la luz, lo cual
concuerda con la posicion de esta poblacion en los graficos. Las barras corresponden a 20 um.

Adicionalmente, se analiz6 el aspecto de los nucleos de las células provenientes de
R5 y R6. Dado que las células estaban tefidas con VDG, este analisis pudo realizarse
mediante microscopia laser confocal. En la figura IV.9 se ejemplifican los resultados
obtenidos de estos andlisis. Como puede observarse, no se registraron diferencias en
relacién al tamafio nuclear entre ambas fracciones. Sin embargo, pueden apreciarse
diferencias en cuanto a la forma de los nlcleos que en la fraccién de bajo SSC (R6) son en
su mayoria redondeados, mientras que los nicleos provenientes de R5 son en su mayoria

mas irregulares.
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Figura IV.9 — Anadlisis al microscopio laser confocal de células clasificadas en flujo provenientes de
las regiones R5 (izquierda) y R6 (derecha). Pueden apreciarse los nicleos fluorescentes bajo tincion
con VDG. Si bien no se observan diferencias notorias en relacion al tamario nuclear entre las dos
fracciones, resulta evidente la forma mas irregular de los nicleos en la fraccion R5. La mayoria de los
nucleos provenientes de R6 son redondeados, salvo alguna excepcion indicada en este ejemplo con
un asterisco. Las barras representan 20 um.

Los resultados obtenidos hasta este punto permitieron afirmar que se estaban
pudiendo diferenciar al menos 2 tipos celulares dentro de la poblacion 2C de células
testiculares, simplemente en base a sus diferencias en un parametro basico como lo es la
dispersion lateral o SSC-H, sin necesidad de empleo de marcas especificas (por ej.

anticuerpos conjugados).

1V.5. Determinacidn de identidad de subpoblaciones dentro de poblacion 2C.

Con el fin de determinar la identidad de las dos subpoblaciones distinguibles dentro
de la poblacion 2C en base a su complejidad interna, se procedié a ensayar anticuerpos
comerciales especificos para diversos tipos celulares de interés.

Particularmente interesaba localizar dentro de los perfiles citométricos a las
espermatogonias, representantes de la fase premeiética de la linea germinal masculina, asi
como a las células de Sertoli y de Leydig por ser células somaticas de gran importancia para
la produccion de los gametos masculinos.

En primer lugar, el funcionamiento y especificidad de los diferentes anticuerpos
adquiridos se evalu6 mediante ensayos de inmunohistoquimica sobre criosecciones de
testiculo (ver ejemplo en Anexos VII.2). Esto constituia un paso importante, dado que hemos
comprobado que para varios anticuerpos reportados en la literatura y disponibles

comercialmente, el patrén de expresion reportado no es exacto (por ejemplo, los reportan
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como especificos de una determinada etapa, pero hemos comprobado que también dan
sefal, aunque sea minoritaria, en otros tipos celulares del testiculo).

A continuacion, se procedidé a la realizacién de ensayos inmunocitoquimicos. Los
primeros ensayos fueron realizados sobre la poblaciéon 2C clasificada entera (alto + bajo
SSC-H) para poner a punto las condiciones de incubacion y tener una primera aproximacion
a la determinacion de identidades. De los anticuerpos ensayados, los que dieron mejores
resultados fueron anti-vimentina (Sertoli, Leydig), anti-HSD3B1 (Leydig), anti-EpCAM (linea
germinal). La visualizacién del resultado de las inmunolocalizaciones en paralelo a la puesta
en evidencia de la granularidad por microscopia DIC, permiti6 avanzar en el tema de las
identidades celulares. Las figuras IV.10 y IV.11 ejemplifican los resultados obtenidos.

Figura IV.10 — A) Aspecto de células 2C que resultaron positivas para el anticuerpo anti-EpCAM. En
rojo se observa la senal del anticuerpo. Los nucleos aparecen tenidos con VDG. By C) A efectos
comparativos, se presentan los resultados obtenidos anteriormente (Figuras IV.8 inferior y IV.9
derecha) en relacion al aspecto celular y de la cromatina para la poblacion 2C de bajo SSC-H (region
R6 de figura IV.7). Obsérvense las similitudes en los tamanos y formas celulares, asi como en el
aspecto de la cromatina. Las barras representan 10 um.
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Figura IV.11 — A y B) Aspecto de células 2C que resultaron positivas para el anticuerpo anti-
vimentina, en azul (A) y anti-HSD3B1, en rojo (B). C y D) A efectos comparativos, se presentan los
resultados obtenidos anteriormente para la poblacion 2C de alto SSC-H (Figuras IV.8 superior y IV.9
izquierda), que corresponden a la region R5 de figura IV.7, de alto SSC-H. Resulta evidente la
similitud en las células registradas en ambos ensayos, en especial en relaciéon a su granularidad
citoplasmica. Las barras representan 10 um en todos los casos.
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Los resultados obtenidos en esta primera aproximacion sugieren que las
espermatogonias estarian mas probablemente en la fraccién de baja complejidad R6 (Figura
IV.10), lo cual concuerda con su normalmente baja granularidad. Esto se deduce porque las
Unicas células de linea germinal presentes en la fraccibn 2C clasificada eran
espermatogonias (por la edad de los animales utilizados, no habia aun espermatocitos ).

Por otra parte, en base a estos resultados primarios las células de elevada
granularidad de la region R5 corresponderian a las células soméaticas de testiculo conocidas
por ser positivas para vimentina: células de Sertoli y/o Leydig (Rodriguez et al., 2004)
(Figura IV.11.A). La conexién entre las células de elevada granularidad y las células
intersticiales de Leydig fue adicionalmente establecida mediante inmunolocalizaciones
empleando un anticuerpo especifico para Leydig (anti-HSD331) (Figura 1V.11.B).

Sin embargo, dado que estas comparaciones se realizaron sobre la poblaciéon 2C
entera, era necesario repetir los ensayos sobre las fracciones R5 y R6 clasificadas
separadamente. Para ello se clasificaron segin lo descripto anteriormente en seccién
Materiales y Métodos, y se realizaron los ensayos inmunocitoquimicos correspondientes.
Los resultados se ejemplifican en las figuras IV.12 y IV.13.

Los resultados obtenidos con el anticuerpo anti-EpCAM sobre la fraccién 2C de bajo
SSC-H indicaron la presencia de espermatogonias en esta fraccién (Figura IV.12). Sin
embargo, no se obtuvo un marcado masivo de las células clasificadas provenientes de esta
regién (gate R6). Cuando se observé bajo microscopia DIC se evidencié que muchas de
estas células habian perdido al menos parte de su citoplasma, lo cual explicaria la ausencia
de marca masiva por parte de este anticuerpo dirigido contra un antigeno de superficie.
Cabe destacar que las inmunolocalizaciones que involucraron a este anticuerpo se
realizaron en total ausencia de tratamiento permeabilizante. A pesar de ello, obtuvimos el
mismo resultado en todos los ensayos realizados sobre esta fracciéon con este anticuerpo.
Adicionalmente, podria ocurrir que los distintos tipos de espermatogonias presentaran
niveles diferentes de marcacion con EpCAM (no estudiado). Por otra parte, es probable que
en la fraccién de bajo SSC-H se estén clasificando, ademas de las espermatogonias, otros
tipos celulares del testiculo que sean negativos a la marcacion con EpCAM por tratarse de
células somaticas (ej. células mioides, fibroblastos, etc.), pero que no correspondan a
células de Sertoli y Leydig, que son de alta complejidad. Es importante destacar que en la
fraccion conteniendo las células purificadas de alto SSC-H (R5), no se detectaron sefales
positivas a la marcacion con EpCAM (no mostrado).
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Figura IV.12 — Ensayos inmunocitoquimicos sobre la fraccion celular de contenido de ADN 2C y baja
complejidad interna o SSC-H clasificada mediante CMF a partir del anteriormente mostrado gate R6
(figura 1V.7). A) Resultado obtenido al ensayar sobre esta fraccion el anticuerpo de superficie anti-
EpCAM. Puede observarse la inmunomarcaciéon de una minoria de células en el campo. B) La
observacion del mismo campo bajo DIC revela que al menos buena parte de las células no positivas
para EpCAM Ilucen menos integras, careciendo de al menos parte de su citoplasma. La barra
corresponde a 20 um
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Figura IV.13 — Ensayos inmunocitoquimicos sobre la fraccion celular 2C de alta complejidad interna o
SSC-H clasificada en flujo a partir del gate R5 mostrado en la figura IV.7. A) Resultado obtenido al
ensayar sobre esta fraccion los anticuerpos anti-vimentina (rojo) y anti-HSD3B1 (azul). Puede
observarse la inmunomarcacion de vimentina en todas las células del campo, mientras que HSD3B 1
se detecta sélo en algunas de ellas. B) La observacion del mismo campo bajo DIC confirma la
elevada granularidad de esta fraccion. La barra corresponde a 20 um.
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Los resultados obtenidos con los anticuerpos anti-vimentina y anti-HSD3B1 sobre la
fraccion 2C de alto SSC-H evidenciaron la presencia de células somaticas testiculares en
esta fraccion (Figura IV.13). En esta figura puede observarse que las células con marca para
HSD3B1 poseen citoplasmas mas redondeados que aquellas negativas para esta proteina
(marcadas solo en rojo en la figura). Los citoplasmas de estas Ultimas tienen aspecto mas
irregular y coinciden con lo esperado para las células de Sertoli con sus profusas
prolongaciones que, al quedar en suspensién, podrian retraerse parcialmente.

Por otra parte, el analisis de numerosos perfiles de ratones juveniles de diversas
edades nos condujo a la deteccién de una tercera poblacién de contenido de ADN 2C,
ubicada a la derecha de las regiones R5 y R6 en los graficos de puntos SSC-H vs FL1-
Area, a la cual llamados poblacion “2C derecha’. Pudimos comprobar que la
presencia/ausencia de dicha poblacion era dependiente de la edad del espécimen
estudiado, estando s6lo presente en los individuos de 19 dpp en adelante. Por ejemplo, en
la figura IV.14 se muestran los perfiles resultantes de analizar en flujo suspensiones
celulares testiculares de ratones juveniles de 11 y 23 dpp tefiidas con VDG. En el perfil del
raton de 23 dpp se observa la presencia de la poblacion “2C derecha”, que sin embargo esta
ausente en el ratbn mas inmaduro.

Tal dependencia del grado de desarrollo o0 avance de la espermatogénesis, inducia a
pensar que esta tercera poblacion estaba compuesta por estadios espermatogénicos
ausentes en los ratones mas inmaduros, 0 aun muy poco abundantes como para definir una
poblacién en los perfiles. Con el fin de corroborarlo, se clasificaron en flujo eventos
provenientes de la region “2C derecha” (sefalada con flecha en la figura IV.14) para su
posterior caracterizacion. Se realizaron ensayos inmunocitoquimicos sobre esta poblacion
empleando un anticuerpo dirigido contra TRA98, antigeno nuclear especifico de células
germinales. Los resultados obtenidos se ejemplifican en la figura 1V.15, donde la
fluorescencia verde de los nicleos corresponde al VDG y la roja a la inmunomarcacion.
Puede comprobarse que esta poblacion contiene mayormente dinucleados de espermatidas
redondas y células germinales con aspecto de espermatocitos que, dado su contenido de
ADN (2C), unicamente pueden ser espermatocitos secundarios (el color amarillo
corresponde a colocalizacién del VDG vy el anticuerpo); también se encontraron
minoritariamente algunas células somaticas de elevada granularidad citoplasmica (negativas
a la tincién con el anticuerpo). Este resultado explica en gran parte el motivo de la ausencia
de esta poblacion en los especimenes de <19 dpp, que generalmente alin no poseen
espermatocitos Il ni espermatidas redondas.
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Figura 1V.14 — Comparacion de perfiles citométricos resultantes del analisis de suspensiones
celulares testiculares de ratones juveniles de 11 dpp (A) y 23 dpp (B) teriidas con VDG. Se presentan
graficos de puntos indicando la dispersion lateral (SSC-H) vs intensidad de fluorescencia del VDG
(FL1-Area). En el perfil del raton de 23 dpp se observa la presencia de una poblacion (flecha)
ubicada a la derecha de las regiones R5 y R6 (“2C derecha’), que esta ausente en el raton mas

inmaduro.
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Figura IV.15 — Ensayos inmunocitoquimicos sobre la poblacién 2C derecha clasificada en flujo. Se

empled un anticuerpo dirigido contra el antigeno nuclear especifico de células germinales TRA98. La
fluorescencia verde de los nucleos corresponde al VDG y la roja a la inmunolocalizacién. Puede
observarse que esta poblacién contiene mayormente dinucleados de espermatidas redondas (flechas
blancas); células germinales con aspecto de espermatocitos que, dado su contenido de ADN,
corresponderian a espermatocitos secundarios (flechas rojas); y algunas células somaticas de
elevada granularidad citoplasmica (asteriscos). La barra corresponde a 20 um.
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1V.6. Ensayos confirmatorios de identidades mediante qRT-PCR.

Con el fin de validar los datos obtenidos en los ensayos inmunocitoquimicos sobre
las fracciones 2C de alto y bajo SSC-H, se seleccionaron genes representativos de los tipos
celulares identificados para realizar la confirmacion de identidades mediante gRT-PCR en
triplicados biolégicos. Como se menciond en la seccion Materiales y métodos, los genes
elegidos fueron Dazl para espermatogonias, Cyp17at para Leydig, y Cldn11 para células de
Sertoli. Ppp1cc (proteina fosfatasa 1, subunidad catalitica, isozima gama) fue elegido como
gen housekeeping normalizador (Warrington et al, 2000; Ersland et al, 2012), y las
espermatidas redondas fueron empleadas como poblacién externa (gen especifico utilizado:
protamina 1, Prm1), también en triplicado.

La eficiencia de amplificacion de los juegos de iniciadores disefiados fue evaluada
mediante el andlisis de la curva estandar obtenida para diluciones seriadas del ARN total de
testiculo, y fue superior al 90% para los genes mencionados. El método utilizado para la
cuantificacion relativa fue 2724,

Como se menciondé anteriormente, Cyp17al es un gen que, a nivel testicular, se
expresa exclusivamente en las células de Leydig (Ge et al., 2005), mientras que Dazl
codifica para un factor promotor de la meiosis en células de linea germinal (Schrans-Stassen
et al., 2001; Lin et al., 2008). Para los genes Cyp17atl y Dazl se obtuvieron diferencias
significativas en los niveles de expresion entre las poblaciones de alto y bajo SSC-H
(p=0.0169 y p=0.0485 respectivamente). Los resultados obtenidos se muestran en la figura
IV.16. Como puede observarse, la poblacion de elevada complejidad interna presento altos
niveles de expresion de Cyp17ai, mientras que en la poblacion de bajo SSC-H no se
detect6 expresion de este gen. Por otra parte, el gen Daz/ mostré niveles de expresiéon
significativamente mayores en la poblacién de bajo SSC-H en comparacién con la de alto
SSC-H.

En consecuencia, los resultados obtenidos permiten confirmar la presencia de
células de Leydig en la poblacién de alto SSC-H, y de espermatogonias en la de bajo SSC-
H.
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Figura IV.16 — Representacion grafica de los resultados obtenidos en ensayos comparativos de qRT-
PCRs partiendo de las poblaciones 2C de elevada (A) y baja (B) complejidad interna, y empleando los
iniciadores para Cyp17al (izquierda) y para Dazl (derecha). Para la poblacion de alto SSC-H se
evidenciaron altos niveles de expresion de Cyp17a1l, mientras que en la poblacion de bajo SSC-H no
se detecté expresion de este gen. Por otra parte, el gen Dazl mostrd niveles de expresion
significativamente mayores en la poblacion de bajo SSC-H en comparacion con la de alto SSC-H.

En relacién a los ensayos empleando los iniciadores para Cldn11, no pudo
detectarse transcripto en ninguna de las dos poblaciones. La presencia de las células de
Sertoli en la poblacion de alto SSC-H, puesta en evidencia en los ensayos
inmunocitoquimicos, no pudo confirmarse mediante deteccion de este transcripto especifico
(Stammler et al., 2016) cuyos niveles de expresion serian bajos, al menos en ciertas etapas
del desarrollo posnatal, como se discutira mas adelante.

1V.7. Optimizacion de protocolo de preparacion de suspensiones celulares.

Los estudios de inmunocitoquimica con el anticuerpo EpCAM pusieron en evidencia
que buena parte de las espermatogonias resultaba con el citoplasma dafado en los
protocolos de purificacion celular (ver Figura 1V.12), en tanto los demas tipos celulares
lucian con muy buena integridad. Concluimos entonces que debido a su ubicacion cerca de
la lAmina basal de los tibulos seminiferos, las espermatogonias serian mas dificiles de
liberar y poner en suspension, lo que podria provocar la rotura de parte de sus citoplasmas
al liberarse. Con el fin de optimizar las condiciones para estudiar la poblacion de células
testiculares con contenido de ADN 2C, se realizaron una serie de ensayos modificando la
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preparacion de las suspensiones celulares en busca de una mejor representacion e
integridad de las espermatogonias en la suspensién final.

Con este objetivo se incorporé al protocolo una breve incubaciéon con la enzima
disgregadora colagenasa, previo al procesamiento en Medimachine, como se describe en la
seccion lll.2.b de Materiales y Métodos. Cabe destacar que, en comparacion con los
clasicos protocolos de disgregacién enzimatica de testiculo, el tratamiento enzimatico
introducido fue sumamente moderado tanto en concentracion como en tiempo de exposicion
a la enzima.

En la tabla IV.2 y figura IV.16 se presentan los resultados obtenidos con el protocolo
combinado enzimatico-mecanico en comparaciéon con el método exclusivamente mecanico
descripto de lll.2.a. Como puede apreciarse la modificacion introducida condujo a una
moderadamente mayor representacion de las células 2C en la suspensién, por lo cual la
colagenasa en las condiciones aplicadas podria estar ayudando a la liberacién de las células
2C mas basales dentro del epitelio seminifero. Sin embargo, esta observacién sélo seria una
tendencia dado que las diferencias registradas no fueron estadisticamente significativas
(p=0,08).

El dato mas interesante que surge de esta comparacion es que el leve tratamiento
enzimatico previo a la disgregacion mecanica favorecié la reproducibilidad de un
experimento a otro, habiéndose obtenido desvios estandar mucho menores en comparacion
con la condicién exclusivamente mecanica (ver desvios estandar en tabla IV.2). Esta
observacioén resultdé muy Util para el grupo de trabajo, ya que la elevada reproducibilidad es
una de las fortalezas buscadas en los métodos preparativos de suspensiones celulares de
testiculo.

Con respecto al analisis cualitativo (mejorar la integridad celular de las
espermatogonias), nos proponemos realizar en breve los ensayos mediante el anticuerpo
EpCAM a partir del nuevo protocolo en presencia de colagenasa, de modo de ver si se
observa una mayor proporcién de células tefidas con este anticuerpo. Desafortunadamente,
estos nuevos estudios no se pudieron completar debido a la imposibilidad de continuar las
clasificaciones en flujo ya que el sorter FACSVantage quedo6 fuera de servicio. Sin embargo,
un nuevo equipo quedara instalado en el IIBCE en los préximos meses, lo que nos permitira

avanzar en estos estudios.
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Tabla IV.2 - Porcentajes relativos de la poblacion de células testiculares de contenido de ADN 2C de
raton, en suspensiones celulares preparadas con método exclusivamente mecanico (2C sin
colagenasa) y mediante método combinado (2C con colagenasa).

2C sin colagenasa* 2C con colagenasa*
% del gate 59,7 £13,0 77,2+0,8
% del total 35,6 +8,9 56,6 + 0,2

*Los datos presentados corresponden a suspensiones de células testiculares de ratones juveniles de
14 dpp, donde una parte del material se prepard por el método mecanico y otra parte por el método
combinado a los efectos de poder comparar con menor incidencia de la variabilidad biologica

individual las metodologias empleadas.
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Figura IV.16 — Comparacion de liberacion de células 2C de epitelio seminifero en presencia (rosa) y
ausencia (verde) de tratamiento con colagenasa. Se presentan los resultados obtenidos en relacién al
total de células de la suspension y en relacion al gate combinado resultante de la exclusion de
dobletes y restos celulares. Obsérvese la diferencia en los desvios estandar obtenidos para las
condiciones comparadas, indicativa de la superior reproducibilidad del método combinado enzimatico-

mecanico.
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V. DISCUSION Y PERSPECTIVAS
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V.1. Vybrant Dye Cycle Green aplicado a suspensiones celulares de testiculo de raton.

Cuando se emplean fluorocromos de unién al ADN para visualizar diferentes
poblaciones celulares mediante CMF, debe tomarse en cuenta que los eventos visualizados
en los perfiles citométricos pueden corresponder a células enteras, células dafadas o
simplemente a nudcleos desnudos. La eleccién del fluorocromo resulta de este modo
fundamental si se desea obtener células enteras, ya que sélo los fluorocromos vitales son
capaces de penetrar las membranas plasmaticas de células intactas.

La caracterizacion de la utilidad del fluorocromo vital VDG para analisis de
suspensiones celulares testiculares fue el objetivo primordial del presente trabajo. Tres de
las caracteristicas que buscabamos en un nuevo fluorocromo a incorporar a los proyectos
del equipo de investigacion eran las siguientes: a) que fuera vital, asegurando la tinciéon de
las células mejor preservadas luego de la disgregacion del tejido; b) que permitiese
discriminar diferentes poblaciones celulares dentro de la heterogénea mezcla de células
testiculares, ayudando a sortear la dificultad que representa dicha heterogeneidad para
estudios moleculares posteriores; ¢c) que fuera excitable con un laser preferentemente no uv.

Acerca del primer punto, el objetivo de obtener las células mejor preservadas era
esencial para nosotros, ya que el principal interés de nuestro grupo es realizar aportes al
conocimiento molecular de la espermatogénesis, en particular de la meiosis, por lo cual es
necesaria una elevada calidad del material de partida para obtener datos representativos y
llegar a conclusiones acertadas sobre lo que ocurre in vivo. En tal sentido, el uso de
colorantes no vitales como por ejemplo el IP, requiere que las células presenten al menos un
pequeio dafo en su membrana, lo cual seguramente redunde en una peor calidad de
preservacion de moléculas de corta duracién (ej. ARN).

La posibilidad de discriminar la mayor cantidad de poblaciones diferentes nos
permitiria obtener poblaciones aisladas representativas de diferentes tipos celulares y/o
estadios espermatogénicos para su posterior caracterizacién molecular. Todo conjunto de
eventos que defina en los graficos de puntos citométricos una poblacién, es pasible de
clasificacién. Una vez establecida su identidad, podra procederse a clasificaciones de
caracter preparativo, ayudando de este modo a superar el gran problema de la
heterogeneidad testicular, la mayor dificultad natural para el estudio de la espermatogénesis.
Cabe recordar que soélo algunos estadios espermatogénicos (principalmente espermatocitos
P y espermatidas redondas) pueden obtenerse mediante los métodos clasicos de elutriacion
y Staput, por lo cual la CMF ha representado para el area una herramienta sumamente
poderosa que nuestro grupo busca potenciar.

Con respecto al ultimo punto, la preferencia de un fluorocromo excitable a mayores

longitudes de onda se debe a 2 motivos principales: por ser de menor energia provocan
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menos danos a nivel celular (nuevamente, esto nos parece fundamental dada la sensibilidad
de las técnicas moleculares a ser aplicadas downstream y las conclusiones a las que se
arribara), y ademas porque un laser uv no siempre esta disponible en los sorters a diferencia
de un laser azul, por ejemplo, que suele ser el laser que viene en la configuracion basica de
todos los sorters. En consecuencia, el desarrollar un protocolo de sorting que empleara un
laser azul permitiria que nuestros desarrollos fueran aplicables en un mayor nimero de
laboratorios.

El VDG cumple con estas tres caracteristicas, ya que es un fluorocromo vital de
unién exclusiva al ADN, excitable con laser azul que mostré un potencial discriminatorio
interesante sobre material proveniente de testiculo:

- En los perfiles citométricos pueden apreciarse varias poblaciones celulares bien

definidas que pueden ser objeto de clasificacion, incluyendo poblaciones celulares

escasas Yy de altisimo interés, como se discutira mas adelante.

- La homogeneidad de las fracciones clasificadas en primera instancia, a partir de las

regiones correspondientes a espermatidas redondas y espermatocitos primarios en

profase media a avanzada (P/D), fue muy buena.

- La calidad post-sorting del material clasificado mencionado en el punto anterior fue

altamente satisfactoria pudiendo apreciarse la presencia de citoplasmas intactos, de

fundamental importancia para estudios transcriptémicos downstream, por ejemplo.

Todo lo antedicho, posicionaba al VDG en estos primeros estudios como un
fluorocromo prometedor para estudios analiticos y preparativos relacionados con la
espermatogénesis.

La composicion del epitelio seminifero varia cuali y cuantitativamente durante el
establecimiento de la primera onda espermatogénica. Cuando el objetivo es purificar un
estadio espermatogénico en particular, deben tomarse en cuenta las caracteristicas de los
especimenes biolégicos de partida en busca de optimizar el proceso para obtener el material
purificado requerido en cantidad suficiente y empleando el menor nimero de animales
posible.

En especimenes juveniles la primera onda espermatogénica aun no esta completa, y
la identidad del estadio mas avanzado presente en su epitelio seminifero depende de cuan
inmaduro sea el individuo. En consecuencia, individuos juveniles estan naturalmente
enriquecidos en estadios mas tempranos y a diferentes edades presentaran diferentes
porcentajes relativos de los diversos estadios de interés. Otro factor a considerar es que
cuanto mas inmaduro es un individuo, menor es el tamafo de sus gbénadas, y se requerira

de un mayor numero de ejemplares para obtener suficiente material de partida.
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En el caso del ratén, se ha descrito que el inicio de la meiosis es a los 10 dias
posparto (dpp), y de la espermiogénesis a los 20 dpp, alcanzandose a detectar los primeros
espermatozoides a los 27 dpp (Malkov et al., 1998). Vale destacar que son comunes las
variaciones individuales, ya que existen factores que inciden como ser el tamafio de la
camada: a mayor numero de crias, aumenta la posibilidad de que ocurra un retraso leve en
el proceso.

Dado que durante el establecimiento de la primera onda espermatogénica el
enriguecimiento relativo en los diversos estadios va variando, era de interés visualizar el
desarrollo posnatal de testiculo de ratén bajo esta tincién e identificar los rangos de edades
optimos para la clasificacion en flujo de diversos estadios de interés. Los analisis en flujo de
suspensiones celulares testiculares de ratones juveniles permitieron determinar los
porcentajes relativos de las poblaciones C, 2C y 4C y el momento del desarrollo posnatal
optimo para maximizar la presencia de células de interés y minimizar eventuales elementos
contaminantes. Esta determinacién resulta de vital importancia por dos motivos principales:

- Para evitar clasificaciones en flujo en las cuales la poblacion de interés caiga en la

categoria de “evento raro” debido a su escasa presencia en la suspension (< 5%).

- Para evitar o al menos minimizar las posibilidades de contaminacién del material
clasificado con otros eventos no deseados. Cabe recordar que adn pequefas
contaminaciones pueden conducir a conclusiones erréneas, cuando el material clasificado

es posteriormente empleado en estudios moleculares de elevada sensibilidad.

V.2. Vybrant Dye Cycle Greeny su poder de discriminaciéon dentro de la poblacién 4C
de testiculo de ratén.

Como se menciond en el capitulo introductorio, en trabajos anteriores del equipo de
investigacion realizados en cobayo (Cavia porcellus) se habia logrado identificar en los
perfiles citométricos bajo tincion con IP poblaciones celulares correspondientes a diferentes
estadios de primera profase meibtica: espermatocitos primarios en etapas tempranas (L/Z) y
espermatocitos primarios en etapas medias/avanzadas (P/D). Sin embargo, a pesar de los
intentos realizados, tal discriminacion no habia podido reproducirse en otros modelos
biolégicos como rata y ratén empleando el mismo protocolo. Tal diferencia fue atribuida a los
inusualmente prolongados estadios de L/Z en cobayo, que en rata y ratén son
extremadamente breves y en consecuencia pobremente representados a nivel del epitelio
seminifero en comparacién con el cobayo (Rodriguez Casuriaga et al., 2011).

Sin embargo, dado que el equipo de investigacion tenia mucho interés en iniciar

estudios transcriptémicos en raton, modelo mamifero por excelencia, se insistié en lograr tal
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discriminacién empleando otros fluorocromos, como el VDG (ademas del interés en que
dicho colorante a utilizar fuera vital, por los motivos expuestos mas arriba).

Dentro de nuestros objetivos, era de especial importancia poder efectuar estudios en
células en profase meiotica temprana ya que, como mencionaramos en la Introduccién, es
en esta etapa cuando los cromosomas homélogos se reconocen, alinean y comienza el
ensamblaje de los CS, estructura fundamental para los intercambios de material genético de
origen materno y paterno que ocurriran en P, y para que el proceso de meiosis ocurra sin
errores. Como hemos mencionado ademas, la alteraciéon de estos procesos se relaciona en
muchos casos con infertilidad y otras patologias como cancer testicular, por lo cual su
conocimiento al nivel molecular presenta también interés biomédico (Hann et al., 2011;
Tvrda et al., 2015).

Tal como fue presentado en la seccion IV.2 de Resultados, la preparacion de
suspensiones celulares de testiculo y su posterior exposicién a VDG condujeron a analisis
citométricos en flujo en los cuales podian observarse dos poblaciones celulares bien
definidas dentro de la poblacién de células de contenido de ADN 4C, de modo similar a lo
que se habia observado en cobayo. Cuando dichas poblaciones fueron clasificadas para su
posterior caracterizacion, pudo comprobarse que efectivamente correspondian a diferentes
subestadios meibticos, obteniendo por un lado los espermatocitos | tempranos L/Z y por otro
los medios a avanzados P/D. La pureza de cada una de las fracciones fue superior al 98%,
de acuerdo con las observaciones microscépicas de los preparados inmunotefidos con el
anticuerpo contra elemento lateral de CS.

En resumen, se pudo visualizar en los perfiles citométricos del ratén dos poblaciones
celulares separadas y bien definidas correspondientes a subetapas de primera profase
meibtica, bajo una tincién vital que nos aseguraba una buena calidad del material clasificado
para estudios posteriores. Esto representa un avance altamente significativo con respecto a
los métodos de purificacién de poblaciones de células meiédticas preexistentes.

V.3. Utilidad del parametro SSC-H para ubicacion inequivoca de la poblaciéon 2C de
células testiculares.

En términos de analisis citométrico en flujo, la dispersion lateral de la luz es sinébnimo
de complejidad interna o granularidad. Uno de los resultados mas llamativos de esta tesis
fue el relacionado con la puesta en evidencia de una subpoblacién de células testiculares de
muy alta complejidad (SSC-H).

Cabe destacar la ausencia de reportes previos de esta caracteristica en células

provenientes de testiculo analizadas por CMF, y resaltar su utilidad para la ubicacion
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inequivoca de la poblacién 2C de células testiculares en los perfiles citométricos. A modo de
ejemplo, nuestro equipo de investigacion ha incorporado este conocimiento a su conjunto de
herramientas a la hora de enfrentarse a perfiles resultantes del analisis en flujo de material
testicular.

En los casos en que existen dudas sobre las identidades de las poblaciones
celulares dentro de los gréaficos de puntos, la observacién del grado de dispersion lateral o
SSC-H indica la ubicacion de la poblacién 2C y permite asignar el resto de las identidades
en relacion a esta poblacién. No es infrecuente que el grado esperado de avance de la
espermatogénesis en juveniles no se corresponda con el realmente encontrado a nivel del
epitelio seminifero, por lo cual el disponer de un parametro adicional para ubicar a las
diferentes poblaciones en los perfiles citométricos cuando éstos difieren de lo esperado,
resulta de gran utilidad.

Adicionalmente, la clasificacion en flujo de esta poblacion 2C de elevado SSC-H y su
posterior analisis microscépico bajo contraste DIC, constituye un modo adicional de
chequear el nivel de pureza real alcanzado en clasificadores nuevos o desconocidos, o que
han pasado por una reparacién o service reciente.

Por todo lo antedicho, consideramos que la incorporacién de esta informacién

también sera de utilidad a otros grupos de investigacion en el area.

V.4. SSC-H como parametro discriminador de células somaticas y células de linea
germinal en la poblacién 2C.

De las presentes en suspensiones de células testiculares, la poblacion 2C es la mas
heterogénea, ya que no solamente contiene diferentes estadios de células germinales -
espermatogonias y espermatocitos secundarios — sino también células somaticas de
testiculo.

De las células somaticas testiculares, se destacan por sus funciones vinculadas a la
formacion de gametos masculinos las células de Sertoli a nivel del epitelio seminifero, y las
de Leydig a nivel intersticial. La determinacién de la ubicacién en los graficos de puntos de
estos tipos celulares dentro de la poblacién 2C en base a su granularidad o complejidad,
abre la posibilidad de clasificarlos sin necesidad de emplear marcas especificas.

El no requerimiento de marcas especificas como anticuerpos, resulta sumamente
ventajoso por varios motivos:

- permite un abordaje mucho mas directo, acortando los tiempos y procedimientos
previos al sorting;

- resulta mas economico, prescindiendo de la necesidad de adquirir anticuerpos;
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- no siempre existen anticuerpos de superficie disponibles para el tipo celular de
interés, por lo cual no depender de ello es una ventaja no menor.

- es altamente preferible para posteriores estudios in vivo, ya que en los casos de
empleo de marcas especificas, las mismas permaneceran unidas al material
clasificado, pudiendo resultar contraproducente en el organismo vivo que recibe el
material clasificado.

En resumen, el parametro SSC-H es suficiente para obtener separadamente por un
lado estas células somaticas, y por otro una fraccién conteniendo células germinales de
contenido de ADN 2C.

De las células sométicas pudo confirmarse la presencia de las Leydig en la fraccion
de alto SSC-H, mediante deteccién de transcriptos para un gen de expresion especifica de
este tipo celular en testiculo (Cyp17at). Sin embargo, no se pudo confirmar la presencia de
las células de Sertoli en la fraccion de elevada complejidad. Probablemente este resultado
se deba a que los niveles de expresion del gen elegido (Cldn11) son relativamente bajos
(datos de transcriptomica del grupo apoyan esta hipoétesis), dificultando su deteccién en los
gPCR. No obstante, el aspecto de dichas células (tamafo, aspecto nuclear, irregularidad del
citoplasma), sumado al hecho de que son reactivas para el anticuerpo anti-vimentina pero
negativas para uno especifico de células de Leydig, nos permite tener un nivel de certeza
razonable de que se trata de las células de Sertoli). Si bien también las células mioides
peritubulares contienen esta proteina en sus filamentos intermedios, su menor tamafo,
forma fusiforme y escasa granularidad no coinciden con lo observado para la fraccion de alto
SSC-H. Por otra parte, tanto para las células de Sertoli como para las de Leydig, la elevada
granularidad podria explicarse por su contenido de vacuolas citoplasmaticas y gotas
lipidicas, respectivamente (Chamindrani et al., 2001). Resulta interesante que la totalidad de
las células de alta complejidad se purificaron en la fraccion de alto SSC-H, no
identificandose células de este tipo en la fraccion de baja dispersion lateral.

Dentro de las células germinales 2C, las espermatogonias son numéricamente
mayoritarias dada la brevedad de la meiosis Il. Ademads, los espermatocitos Il fueron
ubicados dentro de la poblacién 2C derecha (ver figura IV.15), por lo cual la poblacién 2C
izquierda de bajo SSC-H corresponderia mayormente a espermatogonias. Este resultado
pudo también ser confirmado mediante gPCR, empleando el juego de iniciadores para Dazl.

Otro hallazgo interesante es que en los individuos de mayor edad, que ya han
iniciado la espermiogénesis, pudimos identificar los dinucleados de espermatidas
(contaminante de la poblacion 2C) en la poblacion 2C derecha, no observandose
dinucleados en las fracciones de alto y bajo SSC-H. Ello nos permite saber que dichas
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fracciones se encuentran libres de contaminacion, constituyendo un dato relevante a la hora
de efectuar estudios de expresion génica y atribuir transcriptos a los distintos tipos celulares.

Este es el primer estudio en el cual se evalué la complejidad celular como parametro
para purificar subpoblaciones dentro de la poblacion 2C, y representa un avance significativo
en este sentido. Por ejemplo, en un primer proyecto de transcriptomica de la
espermatogénesis la poblaciéon 2C entera clasificada mediante CMF fue empleada como
referencia premeiotica. De haber contado con el conocimiento generado en esta tesis, la
poblacién 2C de elevada complejidad interna (correspondiente a células somaticas) podria
haberse excluido del gate seleccionado para la purificacién, y se hubiese contado con una
referencia premeiética mas exacta.

Del mismo modo, si el interés estuviese centrado en la purificacion de las células
somaticas referidas para posteriores estudios moleculares, es posible marcar una ventana
de clasificacion que excluya a las células germinales.

En conclusion, en este estudio se ha podido demostrar la gran utilidad de un
parametro citométrico basico como lo es el SSC-H, no sélo en la interpretacion de los
andlisis de suspensiones celulares de testiculo, sino también para obtener poblaciones mas
puras a partir de la heterogénea mezcla inicial.

V.5. Aportes metodoldgicos en relacion a la preparacion de suspensiones celulares de
testiculo.

Al finalizar el desarrollo experimental de esta tesis se realizaron algunos aportes
relevantes en relacion al protocolo de preparaciéon de suspensiones celulares de testiculo y
su posterior tincion con VDG:

- Se determin6 que la incorporacibn de un breve tratamiento con la enzima
disgregadora colagenasa a baja concentracion previo a la disgregacion mecanica
otorga al protocolo una mayor reproducibilidad. La diferencia en los valores de
desvio estandar observada en ausencia y presencia de colagenasa fueron
llamativas.

- En estas disgregaciones combinadas enzimatico-mecanicas se observé también una
tendencia al aumento en el porcentaje relativo de la poblacién de células 2C, si bien
las diferencias con las disgregaciones exclusivamente mecanicas no alcanzaron
niveles de significancia estadistica. Esta tendencia puede interpretarse como una
mejor liberacién de las células contenidas en el compartimento basal del epitelio
seminifero (probablemente espermatogonias) debido a la accion enzimatica.
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- Se optimizaron las condiciones de incubacion con el fluorocromo VDG, incorporando
agitacion moderada y continua de los tubos de muestra a una temperatura levemente
menor que la sugerida por el fabricante (35°C en lugar de 37°C), seguida por su
posterior mantenimiento a TA controlada (25°C) y protegido de la luz hasta el
momento del andlisis. La incorporacién de agitacién continua durante la incubacion
asegura el contacto de todas las células de la suspension con el fluorocromo,
fundamental para los posteriores analisis.

Al momento de desarrollo de estas mejoras, los analisis de perfiles de juveniles de
diferentes edades realizados durante esta tesis ya se encontraban muy avanzados.
Ademas, posteriormente el analizador y clasificador FACSVantage del [IBCE quedo6
fuera de servicio, por lo cual no fue posible repetir los andlisis y clasificaciones partiendo
de material preparado con este protocolo. Sin embargo, estas optimizaciones han sido
incorporadas por el grupo de investigacién y serdn empleadas sobre material testicular,
apenas se instale el nuevo clasificador en el SECIF. Estamos convencidos que estas
optimizaciones seran de gran utilidad en el futuro, en particular para la clasificaciéon de
espermatogonias. Probablemente, algunas de las optimizaciones logradas puedan
extenderse a otro tipo de material.

V.6. Desarrollos originados y potenciales aplicaciones a futuro, a partir de los
resultados de este trabajo.

El fluorocromo vital VDG, especifico de ADN, ha evidenciado un gran poder
discriminatorio de distintos estadios meibticos y de células somaticas presentes en
suspensiones celulares de testiculo de ratén. Cabe destacar que esto fue realizado sin la
marcacion adicional con anticuerpos y requiere Unicamente para su analisis de un laser
488nm, deteccion de fluorescencia en verde (FL1), SSC-H y FSC-H, items que son basicos
en la configuraciéon de cualquier citometro, lo cual convierte a esta técnica en altamente
reproducible. Como se menciond anteriormente, el hallazgo de una poblacion celular de
elevado SSC-H dentro de la poblacién 2C fue de los mas llamativos de esta tesis. El
parametro de dispersion lateral (SSC-H) aporta de esta manera muy valiosa informacién que
permite, entre otras, la ubicacién inequivoca de la poblacién 2C de células testiculares. A su
vez la combinacion de VDG con SSC-H permite clasificar células somaticas 2C de
espermatogonias. También se demostrd, por primera vez, la deteccion de estadios L/Z en
ratén con el uso de esta técnica, lo cual permitié6 un primer estudio de transcriptémica de

esta fraccién celular en ratén. Otra ventaja del método desarrollado por el equipo de trabajo
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es que se evita el uso de ADNasa y ftripsina, que favorecen la degradacién de
macromoléculas (Rodriguez-Casuriaga et al., 2013).

La informacién generada durante el desarrollo de la presente tesis resulté de enorme
utilidad para su aplicacién a proyectos del grupo de investigacion:

- En el marco de un proyecto financiado por ANIl de transcriptomica de la
espermatogénesis en raton, las clasificaciones de las poblaciones profase meiética
temprana (L/Z), media/avanzada (P/D) y posmeiosis (ER) fueron realizadas bajo
tincion con VDG del modo descripto en esta tesis. Este proyecto estuvo centrado en
las fluctuaciones del transcriptoma codificante de proteinas a lo largo de la
espermatogénesis, y condujo al primer estudio publicado de este tipo en incluir una
poblaciéon de alta pureza L/Z (Da Cruz et al., 2016).

- Mas recientemente, en el marco de un segundo proyecto de transcriptémica del
grupo también financiado por ANII, hemos vuelto a aplicar los criterios de marcado
de ventanas de clasificacién para las 3 poblaciones nombradas en el punto anterior.
Este segundo proyecto se encuentra aun en curso y, a diferencia del anterior, esta
centrado en el estudio de la expresién de los ARNs no codificantes largos (INcCRNAs)
durante la espermatogénesis. La calidad del material de partida nos permite predecir

que se podran hacer aportes relevantes también en esta area del conocimiento.

- Como se mencioné anteriormente, el hallazgo de una poblacién celular de elevado
SSC-H dentro de la poblacion 2C fue de los mas llamativos de esta tesis. A raiz de
esta observacién, y en el marco de una tesis doctoral del grupo que ha dado inicio
recientemente, se contindia indagando sobre esta poblacién y sobre el mecanismo de
accion del VDG (es importante destacar que el mecanismo molecular de accion de
este fluorocromo es aun desconocido). Los avances logrados hasta el momento son
realmente prometedores, habiéndose, por ejemplo, logrado discriminar en los perfiles
citométricos una poblacion de células testiculares de extrema pureza, que
corresponderian a las células de Leydig. Esto podra permitir, en el futuro, realizar
estudios de expresion génica muy precisos en células de Leydig altamente puras, y
profundizar a nivel molecular en los mecanismos de produccién de testosterona. Por
otra parte, la discriminacion de subpoblaciones dentro de la poblacién 2C y en
particular la purificacién de células de Leydig, es actualmente objeto de un trabajo en
elaboracion a enviarse para su publicacion a la revista internacional arbitrada

Cytometry A.
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Algunas limitaciones y aspectos a mejorar que enfrentamos son: maximizar la
integridad celular para optimizar el rendimiento y calidad de los ARNs. Actualmente,
continuamos investigando para intentar distinguir un mayor nimero de tipos celulares para
su purificacién. El ensayo de nuevos fluorocromos disponibles en el mercado sobre dichas
suspensiones es uno de los intereses del grupo. La posibilidad de optimizar la purificacién y
preservacion de algunos tipos celulares (especialmente espermatogonias y células
somaticas) podria tener importantes aplicaciones biomédicas (ej.: desarrollo de sistemas de
cultivo in vitro). Como se mencion6 anteriormente, por razones de causa mayor, no se
pudieron completar los estudios comparativos en presencia y ausencia de colagenasa,
relativos a la integridad celular y viabilidad de las espermatogonias. Es probable que la
incorporacién de un suave tratamiento enzimatico como el aca propuesto, tenga también
consecuencias positivas en la integridad de las espermatogonias, al ayudar a distender el
tejido antes del procesamiento mecanico. Existe gran interés del grupo en completar estos
estudios apenas se retomen las actividades en el SECIF, con miras a eventuales desarrollos
de interés biomédico.

En este sentido, es importante mencionar que el grupo de investigacion ha iniciado
recientemente un proyecto de colaboracion con un laboratorio de Argentina para intentar
purificar distintos tipos de espermatogonias a partir de biopsias de pacientes humanos.
Estas muestras incluyen material de individuos infértiles con distinto grado de desarrollo de
la espermatogénesis, o con céancer testicular. El objetivo de esta colaboracién es la
obtencién de espermatogonias en estado de alta pureza para tratamientos de infertilidad
humana, o para preservacion de la fertilidad (en el caso de pacientes oncoldgicos). Si bien
se debera seguir ahondando en los métodos de purificacién, esta tesis sirvié como puntapié
inicial al permitir, por primera vez, la discriminacién de las espermatogonias dentro de la
poblacion 2C, y nos alienta a intentar seguir avanzando en esa direccion.
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VIl. ANEXOS
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VIl.1. Tabla de iniciadores empleados en los PCR

Se indica la secuencia de los iniciadores disefiados para los ensayos de PCR en este estudio, y los
tamanos esperados de los productos de la amplificacion.

Tamano
Gen Iniciador Forward Iniciador Reverse del
amplicon
Dazl/ CTAGGCAGCCACCTCACG TCCATCCTAACATCAATTCCTCC 240
Cypl7al TCAGCACC CCCTGTTC CCAGGACATCCACAATACCC 240
Cldn11 TCACAACGTCCACCAATGAC AGGGCTCTACAAGCCTGCAC 184
Ppplcc CATATCTTGAGTGGTGCTTCA GACAGCATCATCCAACGGCT 158
Prm1 GCTCACAGGTTGGCTGGCTC TGATGGACTTGCTATTCTGTGC 251
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VIl.2. Ensayos de inmunohistoquimica

En la figura se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos mediante ensayos
inmunohistoquimicos sobre criosecciones de testiculo de raton de 25 dpp. En este caso, se
empled un anticuerpo antivimentina (A). Puede apreciarse la marcacion de células de
Sertoli, de aspecto piramidal (flechas); células de Leydig, a nivel del interticio (asterisco); y
mioides peritubulares, delimitando a los tubulos seminiferos. En (B) se muestra la
contratincion con DAPI.
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