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... renuncia a los resultados, pero nunca jamds renuncies a la pasion. En realidad, el Maestro
sabe intuitivamente que la pasion es el camino; es la via de la auto-realizacion.

Incluso en una perspectiva terrenal se puede afirmar con bastante exactitud que, si uno no
siente pasion por nada, no tiene vida en absoluto.

Neale Donald Walsch
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Resumen

RESUMEN

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion terminal complejo, en el que
interactian de modo estrictamente regulado procesos de proliferacion celular,

diferenciacién, y muerte celular programada (MCP).

El gen Mtch2 codifica para una proteina presuntamente apoptdética involucrada en la
regulacién de la MCP. La evidencia mas reciente apunta a Mtch2 como un importante actor
involucrado en la interconexidn entre las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis. En la rata
descubrimos que Mtch2 se expresa diferencialmente en el testiculo adulto respecto a otros
tejidos (mientras en otros tejidos los niveles detectados tanto de ARNm como de proteina
son muy bajos, en el testiculo se detectan altisimos niveles), y respecto a etapas previas del
desarrollo de la linea germinal. Es mas, hallamos diferencias cuantitativas en la expresién de
Mtch2 entre diferentes estadios del epitelio seminifero y entre los distintos tipos de células
germinales. Determinamos que aquellas células donde se expresan mayores niveles de
Mtch2 son los espermatocitos (células en profase meiética ), y que en este tipo de célula se
expresa una variante transcripcional con una regién 3’'UTR mucho mas corta. Caracterizamos
ademas el patrén subcelular de localizacion de Mtch2 en el testiculo, determinando que se

trata de una proteina mitocondrial.

Mediante el empleo de metodologias para el estudio de MCP, detectamos que en
células que se encuentran sufriendo apoptosis, Mtch2 presenta un perfil peculiar de
expresion y que bajo condiciones de induccidn de la MCP a nivel testicular, se observa un
aumento en la expresién de la proteina, junto con incremento en la aparicidon de marcadores

apoptaéticos clasicos.

Los resultados expuestos indican que Mtch2 representa un gen con un perfil de
expresion particular, afiadiendo nueva evidencia acerca de la peculiaridad en los perfiles de
expresidon génica que presenta el testiculo, e introduciendo a Mtch2 en el panorama de la

regulacién de la MCP a nivel de este érgano.
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INTRODUCCION

1.1. La Reproduccion Sexual

La reproduccidn es un sine qua non para la continuacion de la vida y la propagacién
de las especies. Los seres vivos utilizan diferentes estrategias para reproducirse, las que se
diferencian principalmente en reproduccidn asexual y sexual. Esta ultima aparecid mas
recientemente y representdé un importante salto evolutivo (Crow, 1994). El principio
fundamental de la reproduccion sexual consiste en la unidn de células especializadas
llamadas gametos, provenientes de individuos distintos, con la finalidad de generar a partir
de una unica célula primordial, un nuevo individuo Unico resultante de la fusién de la

informacién genética de ambos progenitores.

En los mamiferos el macho se caracteriza por producir gametos pequefios, méviles y
livianos, responsables de transportar la informacién genética hacia un gameto femenino
grande, rico en organelos y reservas, responsable de brindar el complemento de la
informacién genética y un ambiente propicio para la formaciéon del nuevo individuo. La
produccién de gametos requiere de la ejecucién de programas sofisticados de diferenciacion

celular denominados espermatogénesis y ovogénesis.
1.2. La Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacién celular complejo, altamente
regulado, que puede clasificarse en divisiones mitdticas, divisiones meidticas vy
espermiogénesis (Russell et al., 1990) (figura 1.1). El propdsito de la espermatogénesis es
mantener una adecuada produccion de espermatozoides. Es necesaria la apropiada
ejecuciéon de un programa de expresiéon génica en concomitancia con la ocurrencia de
sofisticados eventos moleculares, para que este programa se ejecute correctamente y de

manera coordinada (Matzuk, 2002).

En el hombre, la produccién diaria de espermatozoides alcanza los 200 millones
mientras que en el toro puede alcanzar de 2 a 3 billones de espermatozoides por dia
(Johnson, 2000). Esta produccién masiva de gametos requiere de una arquitectura tisular
especial, en conjunto con un sistema aislado que permita un alto y refinado nivel de

regulacion (Sutovsky & Manandhar, 2006).
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Los espermatozoides son células altamente especializadas, que presentan una cabeza
y una cola rodeadas por una membrana plasmatica. La cabeza, hidrodindmica, esta
compuesta principalmente por un nucleo con ADN altamente compactado y un acrosoma,
vesicula que contiene enzimas necesarias para la fecundacion del évulo. La cola o flagelo,
compuesta por microtubulos, provee de motilidad al espermatozoide. Cldsicamente la cola
se clasifica en 4 segmentos: la pieza conectora, la pieza media (que contiene las

mitocondrias agrupadas), la pieza principal y la final (revisado por Fawcett, 1975).

La hazafa espermatogénica

Para el establecimiento de la linea germinal de los mamiferos, es necesaria la
migracion de células germinales primordiales (derivadas del endodermo embrionario) desde
el alantoides, a través del estémago primitivo del embridn, hasta la cresta genital (Tam &
Snow, 1981). Tanto durante la migracion como al arribo a la cresta genital, las células
germinales primordiales se dividen activamente (Sutton, 2000). Al parecer, esta migracién
extra-embrionaria impide la exposicidn de las células germinales primordiales a sefales de
diferenciacién presentes a nivel embrionario (Downs & Harmann, 1997). Una vez en destino,
en el caso del macho estas células pasan a formar los cordones seminiferos en conjunto con

células de Sertoli.

Las células de Sertoli, presentes en los cordones seminiferos (que luego adquiriran luz
y se transformaran en tubulos), son células sustentaculares encargadas de orquestar el
adecuado desarrollo de la espermatogénesis, proveyendo de nutrientes y seiales paracrinas
de supervivencia y diferenciacién a las células de la linea germinal (Guraya, 1995). Son muy
importantes a la hora del establecimiento de la linea germinal masculina ya que su nimero
determinara en dultima instancia la capacidad espermatogénica maxima del epitelio
seminifero, afectando la productividad sexual de los machos y su fertilidad (Allden, 1979).
Las células de Sertoli se dividen activamente hasta unos dias después del nacimiento del

macho, aunque esto puede variar levemente segun la especie (Sharpe et al., 2003).

Una vez asentadas en los cordones, las células germinales primordiales pasan a
denominarse gonocitos. Los gonocitos se dividen de manera activa a nivel embrionario hasta
alcanzar un estado de quiescencia, en el cual quedan detenidos en fase Gg (Malkov, 1998).

Este estado de quiescencia se mantiene hasta el nacimiento, cuando los gonocitos migran
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desde el centro del tubulo hacia la membrana basal del mismo y se transforman en

espermatogonias (Orth, 2000).

Las espermatogonias son las células responsables de dar comienzo al ciclo
espermatogénico, una sucesion de divisiones y transformaciones celulares que ocurren
durante la espermatogénesis. Mediante divisiones mitdticas las espermatogonias originan
los espermatocitos, que tras la meiosis dan lugar a espermatidas. Luego de un proceso de

diferenciacién celular las espermatidas se transforman en espermatozoides.

Antes de originar un espermatocito, una espermatogonia atraviesa de 8 a 9
divisiones, pudiendo generar en Uultima instancia de 2.048 a 4.096 espermatozoides
dependiendo del numero de divisiones (de Rooij & Russell, 2000). Dado que las células de
Sertoli son capaces de sustentar un numero limitado de células germinales de manera
adecuada, el control del nUmero de espermatogonias es primordial a la hora de mantener la

proporcién de células germinales en relacién a las células de sostén.

sperm cells JJJ
(haploid)
A & A

| | | |
spermatids @ @ @ @
(haploid)
# R 7

[
S

4 o T
sccondary spermatocyte
(hapload)
[ o
- ' 4 1
(diploid)
A

:J.

spermatogonium
(diploid) /

A,

3

4
spermatogonial a)
stem cell (diploid) .

A

pramordial germ cell

Figura 1.1. El ciclo espermatogénico. Modificado de Cheng & Mruk (2010).

Las espermatogonias madre As (stem) se dividen para generar dos células, una
espermatogonia Apr (pareada) y otra espermatogonia As, encargada de automantener la

poblacién de células germinales. Dos células del tipo Apr unidas por puentes citoplasmaticos
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pueden generar de 16 a 32 espermatogonias Aal (alineadas). Las espermatogonias del tipo

As, Apr y Aal se clasifican como indiferenciadas (figura 1.2).

Es importante destacar que las uniones formadas por puentes citoplasmicos se
mantendrdn a lo largo de toda la espermatogénesis, resolviéndose recién hacia el final de la
espermiogénesis, para la liberacion de los espermatozoides. Esto determina que las células
germinales funcionen como un sincitio durante la mayor parte de la espermatogénesis,
donde las distintas poblaciones celulares se comportan como una cohorte y maduran de
manera sincronica, al producirse entre ellas un didlogo permanente ocasionado por el trafico

de macromoléculas y otros componentes citoplasmicos (Braun et al., 1989).

. Asingle
“undifferentiated” ‘{
spermatogonia O® Avirea
— OO 4

I /

— OO000VO® Ay 8

— OOCOOOOOOOOTOOCD 186
differentiating spermatogonia
A1- A2—A3 -A4 _.In_.B_.spc

Figura 1.2. Espermatogonias indiferenciadas y diferenciadas dentro de la linea germinal masculina. Extraido
de de Rooij & Griswold (2012).

Las espermatogonias tipo Aal se diferencian, sin divisibn mediante, en
espermatogonias tipo Al, encargadas de comenzar una serie de divisiones mitdticas
estrictamente reguladas a nivel temporal, que dardn lugar sucesivamente a
espermatogonias tipo A2, A3, A4, intermedias y finalmente espermatogonias tipo B (Aponte,
2005). Las espermatogonias tipo B atraviesan la ultima divisiéon mitética para originar los

espermatocitos.

Los espermatocitos por su parte, atravesaran dos divisiones celulares consecutivas
sin mediar una fase de sintesis de ADN entre ellas, obteniéndose como resultado células con
la mitad del complemento cromosémico de la especie. Este tipo de divisidn celular especial,
conocida antiguamente a través de las observaciones de Weissman (padre de la teoria sobre

la herencia basada en el plasma germinal) en 1893 se denomina meiosis. Clasicamente
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ambos procesos se clasifican como meiosis | y Il (o primera y segunda division meidtica). Las
células que transitan la primera division se conocen como espermatocitos primarios,
mientras que las que atraviesan la segunda division se denominan espermatocitos

secundarios.

Los espermatocitos primarios son células grandes en las cuales ocurren importantes
eventos moleculares ocurren para concretar de manera exitosa una profase meidtica
compleja y extensa. Esta profase se ha clasificado en diferentes etapas denominadas
leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis, que presentan caracteristicas
diferenciables tanto a nivel celular como molecular (figura 1.3). Durante el leptoteno los
cromosomas comienzan a condensarse para luego encontrar a sus homologos, en tanto se
constituyen los llamados “elementos axiales” los cuales posteriormente formardn los
elementos laterales de los complejos sinaptonémicos (ver a continuacion). A su vez, los
teldmeros se unen a la envoltura nuclear y empiezan a migrar sobre la misma. En el cigoteno
los cromosomas homdlogos comienzan a aparearse, mientras los teldmeros se concentran
en un polo de la envoltura nuclear formando lo que se conoce como bouquet. Durante esta
fase comienza la formacién de un andamiaje proteico entre ambos cromosomas,
denominado complejo sinaptonémico (por una revisidon actualizada de la integracién de esta
estructura ver Benavente et al., 2012). En el paquiteno finaliza el ensamblaje del complejo
sinaptonémico y a nivel genético comienza el intercambio de informaciéon entre los
cromosomas homélogos, llamado recombinacién homdloga. Debido al mecanismo de
recombinaciéon, los cromosomas homdlogos entrecruzan sus hebras de ADN lo que
detrermina que permanezcan unidos formando quiasmas al desensamblarse el complejo
sinaptonémico durante el diploteno (revisado por Qiao et al., 2012). Finalmente, durante la
diacinesis los cromosomas comienzan a disponerse en la placa ecuatorial de la célula en

division (figura 1.3).

La profase meidtica | es una sucesion de eventos moleculares complejos y altamente
controlados que componen una etapa limitante en el desarrollo de los gametos tanto
masculinos como femeninos. La recombinacion homaloga, junto con la segregacion aleatoria
de cromosomas de origen materno y paterno que ocurre durante la anafase de la primera
division meidtica, constituyen una de las principales fuentes de variabilidad conocidas

jugando un rol fundamental en los procesos evolutivos.
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Luego de culminada la primera division meidtica tiene lugar la segunda division, en la
cual se separan las cromadtidas hermanas. Se desconoce bastante acerca de los eventos
moleculares que ocurren para que los espermatocitos secundarios originen las espermatidas
redondas, en gran parte debido a la dificultad para aislarlos y/o cultivarlos a partir de

testiculos de mamiferos (Roy & Matzuk, 2006).
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Figura 1.3. Eventos celulares y moleculares que ocurren durante la meiosis. DSB: rupturas de doble hebra en
el ADN. Extraido de Pawlowski & Cande (2005).

Una vez culminada la meiosis comienza la espermiogénesis, donde transcurren una
serie de cambios estructurales y moleculares que tienen como finalidad la formacién de
espermatozoides a partir de espermatidas redondas (Parvinen, 1982) (figura 1.4). Se
distinguen 19 etapas en la espermiogénesis de la rata, 16 en la del ratdn, 14 en ungulados y

primates, mientras que 12 etapas se han distinguido en la espermiogénesis de carnivoros
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(Sutovsky & Manandhar, 2006). La espermiogénesis comprende la elongacién de las
espermatidas, la formacién del flagelo, la pérdida de masa citosdlica, la compactacién del
ADN, la concentracién de las mitocondrias alrededor de la pieza media de la cola del
espermatozoide, y la generacidn de estructuras accesorias que haran del espermatozoide
una célula especializada en portar el ADN hacia el évulo de la manera mas rapida y eficiente

(de Kretser & Kerr, 1988).
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Figura 1.4. Espermiogénesis. Modificado de http://quizlet.com/8409845/reproductive-and-development-
study-guide-flash-cards/

La compactacion del ADN se logra sustituyendo las histonas candnicas unidas al ADN
por proteinas de transicion (Alfonso & Kistler, 1993) y a continuacién por protaminas
(Kimmins & Sassone-Corsi, 2005), proteinas con una importante carga positiva que permiten
una super-compactacion del ADN. Esto tiene como consecuencia una disminucion en el
volumen que ocupa el ADN en el espermatozoide, pero a su vez colateralmente trae como
consecuencia una disminucién casi total de su metabolismo. Ello es contrarrestado por la
célula a través de mecanismos de regulacidon postranscripcional, donde transcriptos
generados en etapas previas de la espermatogénesis son traducidos a proteinas en etapas

mas avanzadas de la diferenciacién celular (Meistrich et al., 2003).

Como hemos mencionado, durante la espermiogénesis se generan una serie de
diferentes estructuras proteicas involucradas en la adecuada formacion y funcién del

espermatozoide que incluyen el acrosoma, el acroplaxoma, el manchette y el aro marginal,
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(Kierszenbaum & Tres, 2004). La espermiogénesis se caracteriza también por un rearreglo de
organelos, como resultado del cual se obtiene un espermatozoide con una cabeza que
contiene el nucleo con la cromatina compactada, una pieza media rica en mitocondrias y una
cola encargada de la motilidad del gameto Las mitocondrias, dispuestas de manera helicoidal
en la pieza media, constituyen una fuente importante de energia para la motilidad del

espermatozoide a través del movimiento flagelar.

No sdlo a nivel de la célula germinal aparecen estructuras especializadas. A nivel de
las células de Sertoli surgen los complejos tubulo-bulbares y especializaciones
ectoplasmaticas, que tienen diferentes funciones como la eliminacién de citoplasma
excedente de las espermatidas elongadas y el anclaje de las espermatidas previo a los
eventos de espermiacion, donde los gametos casi maduros son liberados a la luz del tubulo

seminifero (Kierszenbaum & Tres, 2004).

Los gametos una vez liberados son dirigidos a través de los tubulos rectos, la rete
testis y los conductillos eferentes hacia el epididimo, donde permaneceran estacionados. El
epididimo es primordial para la maduracion final y el almacenamiento de los
espermatozoides. Distintos tipos de células a nivel del epitelio epididimario regulan las
propiedades fisicoquimicas del liquido seminal, confiriendo las caracteristicas necesarias a

los espermatozoides para que sean capaces de fecundar al ovocito.

Organizacion espacial

Los testiculos de los mamiferos se encuentran divididos en gran cantidad de Iébulos
dentro de los cuales se situan los tubulos seminiferos, que contienen las células de la linea
germinal y las células de Sertoli. Los tubulos seminiferos, por su parte, estan alojados en un
estroma compuesto por células de Leydig, células de la linea linfocitaria, vasos sanguineos y
linfaticos asi como terminaciones nerviosas (figura 1.5). Estos tubulos se hallan a su vez
delimitados por células mioides peritubulares (Davidoff et al., 1990). Las células germinales
no soélo requieren de un intrincado ambiente molecular para llevar adecuadamente a cabo la
espermatogénesis, sino que también necesitan una arquitectura tridimensional peculiar que
facilite el proceso espermatogénico, afiadiendo un nuevo orden de complejidad a este

proceso de vital importancia.

Las uniones especializadas entre las células de Sertoli generan uno de los principales

componentes de lo que se conoce como la barrera hemato-testicular. Dichas uniones, de
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tipo adherente y ocluyente, transforman el compartimento adluminal del tubulo seminifero
en un lugar aislado, un sitio inmunoprivilegiado en el que existe un delicado control del
trafico de moléculas (Siu & Cheng, 2004). Las células de Sertoli engolfan a las células

germinales controlando asi su ambiente, nutricidon, nimero y adecuado desarrollo.

r
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Figura 1.5. Organizacion espacial del tubulo seminifero. Las espermatogonias y espermatocitos leptoténicos
ocupan el compartimento basal, mientras que el resto de los espermatocitos y espermatidas se ubican en la
porcion adluminal de los tubulos. Extraido de Spradling et al. (2011).

En la zona basal del epitelio seminifero se encuentran a las espermatogonias vy
espermatocitos pre-leptoténicos y leptoténicos, células que aun no han atravesado la
barrera hemato-testicular. Atravesando dicha barrera y acercandonos hacia la luz del tubulo
se hallan, engolfados por las células de Sertoli a los espermatocitos en etapas mas
avanzadas, espermatidas redondas y elongadas. Por ultimo, los espermatozoides se localizan

en la luz de los tubulos (figura 1.5).

Entre ciclos y ondas

Una ciclo espermatogénico corresponde al tiempo que demora una espermatogonia
del tipo A en dar origen a un espermatozoide y ser liberado a la luz del tubulo (Barth & Oko,
1989). La primera onda espermatogénica comienza tras el nacimiento y es caracterizada por
la aparicion secuencial dentro del epitelio seminifero de los distintos tipos celulares que
conforman la linea germinal, culminando en la pubertad con la apariciéon de los primeros
espermatozoides (Clermont & Perey, 1957). Segun Malkov et al. (1998), la meiosis en la rata
comienza por la aparicién de los espermatocitos leptoténicos (13 dpp) seguida por los
primeros espermatocitos cigoténicos (18 dpp), primeros paquitenos (21 dpp), espermatidas

redondas (25 dpp) y espermatidas elongadas (32 dpp). Concluyendo la primera onda
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espermatogénica, se observan los primeros espermatozoides a los 40 dpp, pudiendo

considerarse completamente adulta a la rata de 60 dpp.

Durante la madurez sexual, en los machos se establece la aparicion de sucesivos
ciclos espermatogénicos en una misma seccién del tubulo seminifer y como consecuencia,
células germinales en distinto estadio de desarrollo pueden observarse asociadas en una

misma seccion.

De manera similar al ciclo espermatogénico, el epitelio seminifero presenta una
onda. Esta onda se distribuye a lo largo de los tubulos seminiferos y resulta en un desfasaje
en las asociaciones germinales en las que se encuentran distintas secciones del tubulo
(Clermont & Leblond, 1955). Se han descrito 6 asociaciones diferentes en el hombre, 12 en el
ratdn y 14 en la rata (figura 1.6). Este desfasaje permite que el epitelio seminifero produzca
espermatozoides de manera continua ya que en cualquier momento dado se encontraran

regiones del epitelio seminifero en proceso de espermiacion.
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Figura 1.6. Ciclo del epitelio seminifero y diferentes asociaciones celulares en la rata. Extraido de Homma-

Takeda et al. (2001).

Las distintas asociaciones de células germinales (Clermont & Leblond, 1955) a su vez,
se piensa que responden a diferentes requerimientos metabdlicos de los diferentes tipos de
células germinales (ej. factores de crecimiento, hormonas, etc.) y a la habilidad que tienen

las células de Sertoli de cubrir satisfactoriamente los mismos (Cheng & Mruk, 2002 y 2004).
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Es por ello también que el nimero de células germinales dentro del epitelio seminifero esta
finamente controlado, ya que como hemos mencionado, las células de Sertoli son capaces

de cubrir satisfactoriamente las necesidades de un nimero limitado de células germinales.

Distintos niveles de control

La espermatogénesis transcurre de manera coordinada, gracias a un refinado control
que ocurre a distintos niveles. Es controlada a nivel neuroenddcrino por el eje hipotdlamo-
hipofisario a través de hormonas como la gonadotropina, la hormona foliculo estimulante
(FSH), la hormona luteinizante (LH), la prolactina, hormonas tiroideas y hormona del

crecimiento, entre otras (figura 1.7).

A nivel local, la espermatogénesis es también afectada por la produccién de
hormonas como la testosterona, y estréogenos. Las células encargadas de sintetizar estas
hormonas con funciones endécrinas y pardcrinas son las pertenecientes a la linea somatica,
entre las que encontramos a las células de Sertoli, células de Leydig y células mioides
peritubulares. La complejidad de esas interacciones se traduce en un proceso altamente

regulado de diferenciacion celular, el cual es muy sensible a variaciones ambientales.
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Figura 1.7. Eje hipotalamo — pituitaria — testiculo. Melatonina proveniente de la glandula pineal y opioides
provenientes del cerebro regulan la secrecidn de hormona liberadora de gonadotropinas o GnRH, por sus siglas
en inglés (Gonadotropin-releasing hormone). GnRH regula la liberacion de hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculo estimulante (FSH) por parte de la adenohipdfisis. La LH a su vez actla sobre las células de
Leydig afectando su produccién de testosterona (T) y estrégenos (E). Los principales moduladores de la
actividad de las células de Sertoli son FSH, E, inhibina (INH) y probablemente activina (ACT). La hormona
liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) regula la produccién de hormona de crecimiento (GH) por
parte de la adenohipdfisis. La dopamina regula negativamente la liberacidn de prolactina (PRL) por la glandula
pituitaria. La hormona estimuladora tiroidea (TSH), por su parte, se produce en la adenohipéfisis y modula la
liberacién de hormonas tiroideas (TH). Extraido de Roser, 2008.
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No sdélo se coordina la espermatogénesis a través de moléculas provenientes del
entorno, sino que también existe una coordinacion a nivel intrinseco, entre células
germinales descendientes de una misma espermatogonia. Esta coordinacidn se logra gracias

a que estas células germinales, como se explicé antes, se comportan como una cohorte.

La homeostasis del tejido es vital para cumplir con los requerimientos de
supervivencia de las células germinales. El ambiente molecular y el control poblacional a
nivel de tubulo, fiscalizados en gran parte por las células de Sertoli a través de mecanismos

de muerte celular programada (MCP), son de vital importancia (ver capitulo 1.4).
Expresion génica diferencial durante la espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion celular muy complejo en el cual
ocurren profundos cambios a nivel morfoldgico. Esto se logra gracias a la expresion de un
repertorio particular de genes y proteinas que se reflejan en fenotipos celulares muy
diferentes. Pese a que muchas preguntas permanecen sin respuesta, hoy sabemos que la
regulacién de la expresidn génica durante la espermatogénesis es el resultado de distintos
niveles de regulacién: intrinseco, interactivo y extrinseco (Eddy, 2002). La regulacién
intrinseca se refiere a la ejecucion de un programa genético evolutivamente conservado que
subyace al desarrollo de las células germinales y es responsable de los eventos de
diferenciacién y morfogénesis que se dan durante la progresion de la espermatogénesis. El
siguiente nivel de regulacion involucra las interacciones que se dan entre las distintas
cohortes de células germinales que coexisten en un estadio en particular y las células de
Sertoli. En este “ecosistema” se integran y armonizan multiples senales provenientes tanto
del interior como del exterior del tubulo seminifero lo que permite una modulacidn
interactiva de la expresién de genes en respuesta a una gran variedad de sefales enddcrinas

y paracrinas.

Se ha evidenciado tiempo atrds que durante la espermatogénesis se expresa un
repertorio Unico de genes, asi como de ARNm y proteinas (Boitani et al., 1980; Gold et al.,
1983). Existe un programa de expresion génica responsable de llevar adelante tanto el
proceso de meiosis como el de espermiogénesis. Este programa se caracteriza por la
expresion de muchos genes diferentes y variantes transcripcionales Unicas, que diferencian a

la linea germinal de otros tejidos y tipos celulares presentes en el organismo. Dicho
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programa se caracteriza por variaciones en la expresion de genes a lo largo del desarrolloy a

lo largo de los diferentes estadios del epitelio seminifero.

La espermatogénesis es un proceso unico desde el punto de vista genético en el que
diversas estrategias de expresidén génica, regulacidn transcripcional, postranscripcional y
regulacion traduccional confluyen para llevar a cabo exitosamente un proceso vital en la
propagacion y evolucién de los seres vivos (revisado por Kleene 2001; Geisinger 2008;
White-Cooper & Davidson, 2011). Los avances tecnoldgicos de la ultima década (técnica de
microarreglos) han permitido estudiar los cambios dindmicos en los perfiles de expresion
que ocurren durante la espermatogénesis con particular detalle (Chalmel et al., 2007)
detectandose un gran numero y variedad de transcriptos especificos del testiculo (Rajkovic
et al., 2001; Sassone-Corsi 2002; Yan et al., 2009). A modo de ejemplo, estos estudios
permitieron conocer que en el macho el testiculo es el organo que expresa mayor cantidad
de genes de manera especifica o diferencial (Shima et al., 2004), asi como el que exhibe
mayor numero de isoformas de transcriptos, generadas principalmente por procesamiento
alternativo (Elliott & Grellscheid, 2006), pero también por el inicio a partir de promotores
alternativos o por el uso alternativo de sitios de poliadenilacion. Un nimero importante de
esas variantes alternativas codifica para proteinas especificas de la linea germinal, con
funciones e incluso localizacién sub-celular completamente diferentes a las de sus isoformas
somaticas. Un ejemplo concreto lo constituye la variante trunca del producto del proto-
oncogén c-kit expresada en las espermatidas redondas, que carece de importantes dominios
gue le impiden actuar como receptor tirosin-kinasa, funcién que desempefia en células
somaticas. En cambio, algunas evidencias sugieren que la version trunca de c-kit de los
espermatozoides podria participar en la activacion de los ovocitos fertilizados (Sette et al.,
1997). Otro ejemplo es el de PHGPx, que en tanto en las células somaticas es una enzima
citosdlica, en las células de la linea espermatogénica, al ser transcripta a partir de un sitio de
inicio “corriente arriba” en el ADN, incluye una sefial de localizacién mitocondrial que hace

que la versién testicular se localice en la mitocondria (Ursini et al., 1999).

Otra caracteristica sobresaliente de la linea germinal es la elevada tasa de regulacion
a nivel postranscripcional, lo que es acompafado por niveles inusualmente elevados de

transcripcion “promiscua” y represidon traduccional (e.g. Iguchi et al., 2006).

Hoy en dia, la técnicas de secuenciacion de transcriptomas estan haciendo posible

avanzar en la caracterizacidon de perfiles de expresion gracias a la generacion de masivos
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volumenes de informacidon que, al ser integrados con la informacidon pre-existente, nos
permitiran alcanzar un mayor entendimiento de la genética subyacente a la

espermatogénesis (Lesch & David, 2012).
1.3. Muerte Celular Programada

Las células de los organismos multicelulares son miembros de una comunidad
compleja y altamente organizada. El nimero de células dentro de esta comunidad se
encuentra estrictamente regulado tanto a través del control de la tasa de division celular
como de la tasa de muerte celular. La muerte celular programada (MCP) es fundamental en
el mantenimiento de la homeostasis, el modelado de diferentes partes del organismo
durante el desarrollo, la eliminacidn de estructuras innecesarias y la remocién de células
potencialmente nocivas tales como linfocitos autorreactivos, células infectadas por virus y
células tumorales (Thompson, 1995; Ekert & Vaux, 1997; Raff et al., 1998; Lindsten et al.,
2000; Feig & Peter, 2007). Histéricamente, dos tipos de MCP se han distinguido en células de
mamifero, los que pueden ser diferenciados mediante criterios morfolégicos (Kroemer,

2005).

Uno de estos tipos de MCP es la apoptosis, caracterizada por cambios en la
morfologia nuclear como condensacion de la cromatina (picnosis) y fragmentacion de la
misma (cariorrexis), cambios menores en organelos citopldsmicos, y disminuciéon del
volumen celular acompafiada por la formacidn de protursiones de la membrana plasmatica
(blebbs) y cuerpos apoptdticos conteniendo material nuclear y/o citoplasmatico (Kerr, 1972).
Cronoldgicamente el Ultimo paso que caracteriza a la apoptosis es la pérdida de la integridad

de la membrana de la célula afectada.

La muerte celular autofagica es caracterizada por la acumulacién masiva de
autofagolisosomas a nivel citopldsmico, sin picnosis (Baehrecke, 2005). Debe ser
diferenciada de la macroautofagia, que se caracteriza por la degradacién de los propios
componentes de la célula mediante un proceso altamente regulado que conforma una
actividad rutinaria tanto para el mantenimiento de la homeostasis, como para el desarrollo y

crecimiento celular (Stromhaug et al., 2001).

Dia a dia, aumenta en complejidad el numero y el tipo de fenotipos observados en
células que afrontan la muerte celular de manera programada: procesos tales como la

entosis (Overholtzer et al., 2007), la muerte celular dependiente de PARP-1 o parthanatos
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(Andrabi et al., 2008) y paraptosis (Sperandio et al., 2000), que no describiremos aqui en

detalle, van surgiendo dia a dia en el escenario de la MCP.

Por otro lado, aunque estrictamente no se considera un tipo de MCP debemos
mencionar a la necrosis como otro tipo de muerte celular, que se caracteriza por una
pérdida prematura de la integridad de la membrana plasmatica, acompafiada por una
dilatacion del citoplasma y de organelos (Edinger & Thompson, 2004). La necrosis
normalmente es causada por factores extrinsecos como infecciones, exposicién a toxinas o
traumas mecanicos, y es comun que este proceso conlleve una respuesta inmune. Hoy en
dia, mas alla de considerarse a la necrosis como un proceso pasivo de destruccidn, se la
considera como un proceso celular controlado, aungue aun nos encontramos en etapas muy
iniciales de su comprensién a nivel molecular (Golstein & Kroemer, 2006). Algunos autores
se inclinan por denominar como necroptosis a la necrosis que ocurre de manera ordenada, y
en la que participan activamente moléculas (Galluzzi & Kroemer, 2008; Kroemer et al.,

2009).

Apoptosis y sus actores

La apoptosis requiere de una inversién energética por parte de la célula, de la
activacion de diversos actores moleculares y de la expresion de un programa genético
altamente regulado (Broker et al., 2005). En general la apoptosis se concreta a través de dos
vias principales, la extrinseca y la intrinseca, aunque existen vias alternativas como la de las
perforinas/graenzimas (Martinvalet et al., 2005) y la via de p53, esencial en la regulacion del

crecimiento celular y la muerte inducida por estrés genotoxico (Vogelstein et al., 2000).

La via extrinseca se induce por la activacion de receptores especificos ubicados en la
superficie celular: Fas, TNF, TRADD o TRAIL, que al unirse a ligandos especificos transducen
sefiales hacia el interior celular a través de dominios de “muerte” (Sinha Hikim & Swerdloff
et al., 1999). Dicha unidn activa enzimas especializadas denominadas caspasas, un conjunto
de enzimas que al ser activadas catalizan la ruptura de otras proteinas a nivel de residuos de

aspartato.

Las caspasas son mediadores esenciales de los procesos de apoptosis (Degterev et al.,
2003; Abraham & Saham, 2004). En primera instancia se activa la caspasa 8, que a su vez
activara la caspasa 3 o caspasa efectora (Green, 1998) que se encarga de producir el

fenotipo apoptdtico (Kerr et al., 1972) a través del clivaje de diferentes dianas moleculares
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como PARP, laminas, actina y gelsolina (figura 1.8). Estos clivajes en ultima instancia tienen
como efecto el desmantelamiento de la célula de forma controlada y ordenada (Slee et al.,

2001).
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Figura 1.8. Vias y actores de la apoptosis. Extraido de Shaha et al. (2010.)

La via intrinseca o mitocondrial, se activa debido factores como el dafio irreversible
del ADN o el aumento en la produccién de especies reactivas del oxigeno (Danial &
Korsmeyer, 2004). La célula es capaz de sensar estos dafios y activar mecanismos de MCP
mediados por proteinas pertenecientes a la familia BCL-2, que llevan en ultima instancia a la
permeabilizacidon de la membrana mitocondrial externa (MME) y a la liberacion de proteinas
localizadas en el espacio inter-membrana de la mitocondria hacia el citosol. Dentro de las
proteinas liberadas encontramos al citocromo C, SMAC/DIABLO, AIF, EndoG y Omi/HtrA2,
que actuan como sefiales de muerte para activar la MCP (revisado por Kroemer et al., 2007).
El citocromo C activa la caspasa 9 a través de la proteina Apaf-1, llevando, nuevamente, a la
activacion de la caspasa 3 (Acehan et al., 2002; figura 1.8). SMAC inhibe la actividad de las
IAP (Inhibition of Apoptosis), una familia de proteinas que a su vez inhiben activacién de la

apoptosis (Salvesen & Duckett, 2002). Las proteinas Endo G (Li et al., 2001), AIF (Susin et al.,
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1999) y Omi/HtrA2 (Suzuki et al., 2001) por su parte, son capaces de activar vias de muerte
celular independientes de caspasas, haciendo a los mecanismos de MCP mas robustos y

redundantes.

Incluso existen otros organelos ademas de la mitocondria, que se encuentran
involucrados en el desarrollo de la apoptosis. Se ha demostrado tanto los lisosomas como el
reticulo endopldsmico administran la liberaciéon de moléculas que, en dultima instancia,

pueden activar mecanismos de MCP (Guicciardi et al., 2004; Xu et al., 2005).

La familia BCL-2

El gen Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), fue descubierto a partir de un linfoma de células B
foliculares que portaba una translocacion cromosémica t(14:18). En estas células la
transcripciéon de Bcl-2 se ve drasticamente aumentada por el promotor y potenciador
(enhancer) del gen de la cadena pesada de inmunoglobulina (Tsujimoto et al., 1985). El
descubrimiento clave fue la determinacién del proceso neopldsico en estas células: la
sobreexpresién de Bcl-2 en lugar de promover la proliferacién celular, inhibia la MCP

(Tsujimoto et al., 1985).

Con el tiempo, se descubrié toda una familia de proteinas que compartian homologia
con Bcl-2, formada por alrededor de 25 miembros (Zinkel et al., 2006) (figura 1.9). Los
miembros de la familia comparten la presencia de dominios conservados denominados BH
(Bcl-2 homology), pudiendo tener hasta 4 de estos dominios (Cory et al., 2003), compuestos
por segmentos de a-hélice (Adams & Cory, 1998). Algunos miembros ademdas poseen
dominios hidrofébicos carboxiterminales, que les permiten anclarse a la MME (Nguyen et al,.
1993). Sin embargo, no todos los miembros de la familia inhiben MCP como el producto del
gen Bcl-2 (proteinas anti-apoptoéticas), sino que algunos actuarian de modo opuesto,

promoviéndola (proteinas pro-apoptéticas).

Al parecer el destino final de la célula depende en ultima instancia del balance entre
proteinas pro-apoptoéticas y anti-apoptoticas de la familia BCL-2 (Oltvai & Korsmeyer, 1994).
A grandes rasgos, los miembros con funcidn anti-apoptdtica son Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w y Mcl-1y
los miembros con funcién pro-apoptética son Bax, Bak y Bok (Kuwana & Newmeyer, 2003).
Dentro de los miembros pro-apoptoéticos se reconoce a su vez un subgrupo denominado BH3
only, una clasificacién estructural que congrega a proteinas como Bid, Bad, Bim, PUMA o

Noxa, caracterizadas por tener un Unico domino BH3 en su composicién proteica (figura 1.9).
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Figura 1.9. Familia de proteinas BCL-2. Los recuadros grises representan dominios de transmembrana.
Adaptado de Kuwana & Newmeyer (2003).

Con respecto a las proteinas pro-apoptdticas Bax y Bak, no esta claro aun, pero junto
con proteinas como VDAC (“voltaje dependent anion channel”) y ANT (intercambiador de
ATP/ADP), controlarian la salida de proteinas localizadas en el espacio intermembrana de la
mitocondria (Marzo et al., 1998; Shimizu et al., 1999; Wallace, 2005). Bak se localiza
constitutivamente en la MME (Wei et al., 2000; Antonsson et al., 2000) mientras Bax en su
estado inactivo es de localizaciéon citoplasmadtica, pero tras su activacion sufre
modificaciones alostéricas que la dirigen hacia la MME (Gross et al., 1998). Bax y Bak activas,

pueden constituir homo/oligdmeros capaces de formar poros en la MME.

La importancia de las proteinas pro-apoptdticas de la familia BCL2 (en particular Bax
y Bak) fue demostrada en ratones doble knockout (KO) (Wei et al., 2001; Zong et al., 2001).
Aguellos ratones que lograron superar la muerte durante el desarrollo embrionario,
presentaron persistencia de membranas interdigitales, canal vaginal no perforado,
acumulacién y exceso de ciertos tipos celulares tanto en el sistema nervioso como en el
sistema hematopoyético, ademas de resultar resistentes a multiples estimulos apoptdticos
(Lindsten et al., 2000). No obstante, si bien existen diversas teorias acerca del modo de
acciéon molecular de las proteinas pro-apoptdticas de la familia BCL-2, aun no se han
dilucidado completamente los mecanismos subyacentes a la permeabilizaciéon de la MME

(Zamzami & Kroemer, 2001; Walensky & Gavathiotis, 2011).

Las proteinas anti-apoptoticas de la familia BCL-2 (ver figura 1.9), presentan distintos
patrones de expresidon que pueden variar segun el tejido, tipo celular o etapa del desarrollo.
Su funcién principal es la de inhibir la permeabilizacién de la MME, evitando la formacién de

homo/oligédmeros entre Bax y Bak (Breckenridge & Xue, 2004). Esto lo logran asociandose a
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estas moléculas mediante interacciones proteicas, principalmente a nivel de dominios

hidrofébicos inhibiendo, de esta manera, su actividad (Oltvai et al., 1993).

Las proteinas BH3 only pueden promover la apoptosis pero no a través de la
formacién de poros de membrana sino actuando como sensibilizadores celulares (Chipuk et
al., 2010). Por ejemplo, en algunas células (clasificadas como del tipo 2), la activacion de la
caspasa 8 no alcanza los niveles suficientes como para desencadenar la apoptosis mediada
por caspasa 3, por lo que la sefial requiere de amplificacion (Berry, 2007). El encargado de
amplificar esta sefial es la proteina del tipo BH3 only Bid que al ser clivada por la caspasa 8 y
transformarse en tBid (por truncated-Bid), activa la via intrinseca de MCP (Luo et al., 1998;
Gross et al., 1999). Bid es de localizacidon citosdlica en células sanas, mientras que su forma
truncada tBid se transloca a la mitocondria (Luo et al., 1998). La importancia de tBid como
mensajero entre la via extrinseca e intrinseca fue demostrada, en primera instancia, en
hepatocitos (células del tipo 2) de ratones deficientes en el gen Bid, los cuales fueron

resistentes a la apoptosis hepatocelular inducida por Fas ligando (FasL, Yin et al., 1999).

Mientras que la activacion de Bid se logra a través de su protedlisis (tBid), la
activacion de Bad, otro miembro perteneciente a la subfamilia de proteinas BH3 only, se
regula a través de su fosforilacion o desfosforilacion (Zha et al., 1996). En ausencia de
sefiales de supervivencia Bad se encuentra desfosforilada, secuestrando la proteina anti-
apoptética Bcl-2, y por lo tanto promoviendo la MCP. En presencia de sefiales de
supervivencia, en cambio, Bad se encuentra fosforilada; esto permite a Bad permanecer

unida a la proteina 14-3-3, quedando asi secuestrada a nivel citosdlico (Datta et al., 2000).

Bim, otro regulador de la MCP perteneciente a la subfamilia BH3 “only”, ha sido
hallado asociado a complejos multiproteicos localizados a nivel de microtubulos (Lutter et
al., 2000). En células sanas, la mayoria de las moléculas de Bim se encuentran asociadas a la
cadena liviana de la dineina LC8, y por lo tanto secuestradas y unidas a los microtubulos. En
presencia de estimulos apoptdticos esta interaccion se interrumpe permitiendo que Bim
interactie con Bcl-2, neutralizando asi su actividad anti-apoptética (Puthalakath et al.,

1999).

¢Qué moléculas son responsables de dirigir a estas proteinas BH3 only hacia la
mitocondria, de modo que puedan interactuar con Bcl-2? Algunos autores sefalan que
fosfolipidos presentes en la mitocondria como la cardiolipina son los encargados de esta

funcién (Lutter et al., 2000). Otros aseveran que esta funcién es llevada a cabo por proteinas
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localizadas en la MME. Diferentes proteinas se han postulado como reguladoras del
direccionamiento de proteinas BH3 only a la mitocondria, entre ellas TOM (Ottl et al., 2009),
VDAC (Chacko et al., 2010), y Mtch2 (Zaltsman et al., 2010). Esta ultima es de especial

interés para nosotros, y por ello nos referiremos a ella en detalle en la préxima seccién.

Transportadores mitocondriales y Mtch2

La familia de los transportadores mitocondriales comprende un conjunto de
proteinas integrales de membrana que se ubican en la membrana mitocondrial interna
(MMI) (Arco & Satrustegui, 2005) y catalizan el intercambio de solutos a través de la misma.
Estos transportadores proveen un nexo entre el citosol y la mitocondria, indispensable para
que ésta lleve a cabo adecuadamente sus actividades metabdlicas. Los transportadores
mitocondriales comparten la presencia de un motivo tripartito, compuesto de tres repetidos
en tandem de una secuencia de 100 aminoacidos conocida como dominio Mito Carr (por
mitochondrial carrier), compuesto por tramos o-hélice conectados a través de regiones

hidrofébicas (Schwarz et al., 2007).

El gen Mtch2 (mitochondrial carrier homolog 2) también denominado Mimp (Met-
induced mitochondrial protein), codifica para una proteina de 33 kDa identificada por
primera vez en células de la linea NIH-3T3, como una proteina inducible a través del factor
de crecimiento de hepatocitos Met (Yerushalmi et al., 2002). Pertenece a la familia de
transportadores mitocondriales por presentar en su secuencia aminoacidica un dominio
Mito Carr compuesto por 6 regiones transmembrana (Schwarz et al., 2007; Robinson et al.,

2012) (figura 1.10).

MME MME

EIM EIM

Figura 1.10. Representacion esquematica y modelo 3D de Mtch2 de Mus musculus. Modificado de Schwarz et
al. (2007) y extraido de Robinson et al. (2012), respectivamente.
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Los analisis bioquimicos demostraron que Mtch2 se localiza en la superficie
mitocondrial, con sus dominios transmembrana atravesando la MME (Zhang et al., 2000;
Zaltsman et al., 2010); esta caracteristica parece ser propia y Unica de Mtch2 ya que, como
hemos mencionado, el resto de los transportadores mitocondriales conocidos se ubican en

la MMIL.

Ensayos posteriores in vitro indicaron que en condiciones de induccidon de la
apoptosis, Mtch2 forma parte de un complejo multiproteico de 185 kDa que comparte con
proteinas pro-apoptéticas como Bak y Bax (Grinberg et al., 2005) (figura 1.11). Experimentos
en ratones transgénicos indicaron que la deplecidn del gen dificultaba el reclutamiento de
tBid hacia la mitocondria, insensibilizando a las células frente a diferentes estimulos
apoptoticos (Zaltsman et al., 2010). Por lo tanto, dichos estudios sugieren que Mtch2 tendria
una funciodn critica en el reclutamiento de tBiD a la mitocondria (Gross, 2005; Zaltsman et al.,

2010; Katz et al., 2012).

Figura 1.11. Modelo de la actividad de Mtch2 como un receptor para tBID. Representacion esquematica de las
interacciones que Mtch2 mediaria a nivel de la superficie mitocondrial. Extraido de Gross et al. (2010).

Pese a pertenecer a la familia de transportadores mitocondriales, Mtch2 presenta
diferencias a nivel de secuencia que podrian explicar su habilidad para asociarse con tBid
(Katz et al., 2012). Las ultimas evidencias indican que Mtch2 ha perdido su funcién ancestral
como transportador para adquirir nuevas funciones relacionadas con un rol en los

mecanismos de sefializacion apoptdticos (Robinson et al., 2012).
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La evidencia apunta a Mtch2 como un importante orquestador de las interacciones
que ocurren entre proteinas pro-apoptoticas, y por lo tanto, como una proteina clave en la
comunicacion entre las vias apoptdticas extrinseca e intrinseca, que culmina, finalmente,

con la liberacién de citocromo C al citosol (Coligati & Scorrano, 2010) (figura 1.11).

Por otra parte, estudios a nivel genédmico han permitido revelar un nexo entre un
polimorfismo de Mtch2 y personas con altos indices de masa corporal (Willer et al., 2009).
Cabe destacar que se ha reportado la expresion tanto del gen como de la proteina en tejido
adiposo blanco y adipocitos, observdandose un aumento sustancial de su expresién en
mujeres obesas (Kulyte et al., 2011). Es mas, los estudios realizados por Yu et al. (2008)
indicaron que la reduccién de la expresion de Mtch2 por siRNA causé un aumento en la
invasividad in vitro de células de cdncer gastrico. Esto nos indica que la funcidn de este gen
estd aun por ser esclarecida, ya que nos encontramos en etapas primarias de su

caracterizacion.
1.4. Muerte Celular Programada en la Linea Germinal Masculina

Los gametos son los responsables del transporte de la informacidn para la siguiente
generacion, por lo que debe existir un refinado control de calidad dentro de la “linea de
produccién” espermatogénica. Las funciones que cumple la MCP en la linea germinal
incluyen la regulacién del numero de células germinales que las células de Sertoli pueden
sustentar, la eliminacién de células anormales o genéticamente dafiadas, y el

mantenimiento de la homeostasis tisular (figura 1.12).

Durante la gametogénesis masculina hasta un 75% de las células que son producidas
por el epitelio son descartadas por apoptosis, tanto en el testiculo adulto como durante el
desarrollo temprano de la linea germinal masculina (Huckins, 1978; Shaha et al., 2010). Las
células germinales masculinas no sélo mueren naturalmente durante el desarrollo normal,
sino que también mueren por la influencia de varios compuestos téxicos y situaciones de
estrés (Koji & Hishikawa, 2003). Por ejemplo, la deficiencia de sefiales de supervivencia
causadas por privaciéon de hormonas (Tapanainen et al., 1993; Billig et al., 1995) y la
exposicion a diferentes tipos de estrés ambiental tales como hipo e hipertermia o
radiaciones ionizantes (Blanco-Rodriguez, 2006) generan aumento de muerte celular a nivel
de la linea germinal. La temperatura escrotal en los mamiferos es normalmente inferior a la

temperatura abdominal, y éste es un requerimiento bdsico para el adecuado transcurso de
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la espermatogénesis (VanDemark et al., 1979). Asimismo, la criptorquidia ha demostrado

producir un aumento en la muerte de células germinales (Gambacorta et al., 1979).
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Figura 1.12. En la linea germinal la MCP cumple diferentes propdsitos a través de distintos actores
moleculares durante la espermatogénesis. PGC- células germinales primordiales. Extraido de Shaha et al.
(2010).

Las células apoptdticas son reconocidas por las células de Sertoli a través de
receptores de membrana scavenger del tipo 1 clase B, que detectan la externalizacion de
fosfolipidos de fosfatidilserina en las células apoptodticas (Shiratsuchi et al., 1999). Como
consecuencia de ello, las células de Sertoli fagocitan los cuerpos apoptdticos provenientes

de las células desmanteladas.

MCP en el establecimiento de la linea germinal y durante la primera onda

espermatogénica

El nimero de células germinales primordiales es regulado por la actividad de
proteinas como Bcl-xL y Bax (Rucker et al., 2000). Durante la migracion celular hacia la cresta
genital en desarrollo, aquellas células que migran de manera inadecuada son eliminadas
mediante MCP (Rucker et al., 2000) (ver figura 1.12). Una vez establecidos los cordones
seminiferos durante los ultimos dias de gestacién, existe un aumento en la MCP a nivel de

gonocitos con caracteristicas predominantemente necrdticas (Wang et al., 1998).
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La primera onda espermatogénica consiste en la aparicién progresiva y ordenada, en
tiempos pre-establecidos, de los sucesivos tipos de células germinales representados en el
ciclo espermatogénico (Russell et al., 1990). El aumento de |la apoptosis durante la primera
onda espermatogénica en rata, es un proceso clave para la adquisicidon de la madurez sexual
y la fertilidad de los individuos, en gran parte debido a que es cuando se establece la
proporcién adecuada de células germinales respecto a las células de Sertoli (Orth et al.,
1988). En la rata, este pico de apoptosis afecta principalmente a las espermatogonias del
tipo A y espermatocitos en estadio de paquiteno (Jahnukainen et al., 2004), aunque los
mecanismos que subyacen a estos procesos complejos son aun tema de estudio (Gutti,
2008). Este pico de apoptosis es dependiente de las caspasas 3, 8 y 9, indicando que tanto la
via extrinseca como la via intrinseca se encuentran involucradas en la ejecucion de este
evento (Zheng et al., 2006; Moreno et al., 2006). En animales KO para el gen Bax, o que
sobre-expresan Bcl-2 o Bcl-xL, este pico de MCP es eliminado generando la acumulacion de
espermatogonias y espermatocitos, y desencadenando infertilidad de los machos adultos

(Knudson et al., 1995; Russell et al., 2002; Yan et al., 2003).

MCP en la espermatogénesis adulta

Para lograr una espermatogénesis cuantitativamente normal, la accién de distintas
hormonas es fundamental (Blanco-Rodriguez, 2006). Las células de Sertoli son las
encargadas de mediar la supervivencia inducida por hormonas, proveyendo a las células
germinales de factores de crecimiento y otras sefales regulatorias que interactian con las
espermatogonias y espermatocitos. Estas interacciones son ademadas especificas de los
distintos estadios del epitelio seminifero, siendo en la rata la testosterona mas critica en el
estadio VII-VIII, mientras que la FSH ha demostrado ser critica en la supervivencia entre los
estadios IX-XIV-VI (Parvinen, 1982; Blanco-Rodriguez & Martinez-Garcia, 1998; Blanco-
Rodriguez, 2006) (figura 1.13). Por otra parte, otros autores sefialan que la FSH es ademas
fundamental para la supervivencia de espermatidas redondas tempranas (Weinbauer et al.,

1997).

Dado que los receptores a FSH se localizan principalmente en las células de Sertoli, es
a través de ellas que se ejercen los efectos pro-supervivencia que esta hormona produce
(Heckert et al., 1991). La FSH induce la sintesis por parte de las células de Sertoli de SCF

(stem cell factor), que provoca un aumento de la expresién de Bcl-w en células germinales,
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favoreciendo la sobrevida de las mismas y suprimiendo la activacidon constitutiva de la via
apoptoética intrinseca (Yan et al., 2000 y 2003; Furuchi et al., 1996). La FSH a su vez inhibe el
aumento de la proteina Bok (pro-apoptdtica de la familia BH3 only) en espermatogonias y
otras células germinales (Suominen et al., 2001). La deficiencia de FSH, testosterona y SCF
lleva a altos niveles de Bax y Bak, aumentando la apoptosis de espermatogonias y

espermatocitos (Yan et al., 2000a).

La testosterona es considerada la hormona principal responsable de la iniciacidn y
mantenimiento de la espermatogénesis, siendo clave para la maduracién de los
espermatocitos y de las espermatidas (O’Donnell et al., 1996). La ausencia de testosterona
durante la adultez de la rata provoca un aumento de la apoptosis principalmente a nivel de
espermatocitos pre-leptoténicos y paquiténicos en estadio VII, junto con un deterioro de

espermatidas en etapas 7-8 de la espermiogénesis (Nandi et al., 1999) (ver figura 1.13).

En cuanto a la funcidn de la LH, se ha demostrado que la inmuno-neutralizacién de la
misma produce un incremento de la apoptosis en el epitelio seminifero (Marathe et al.,
1995). Incluso los estrégenos regulan la MCP en la linea germinal (O’Donnell et al., 2001);
ratones KO para el gen de la aromatasa (ArKO) que carecen de la capacidad de transformar
la testosterona en estrogenos, tienen defectos en la espermatogénesis asociados a un

incremento en la apoptosis de células germinales (Robertson et al., 2001).
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Figura 1.13. Diagrama mostrando la distribucion de los tipos de células germinales que sufren MCP en el
testiculo de la rata. La linea amarilla representa el nivel relativo de apoptosis espontanea segun las diferentes
asociaciones celulares del tubulo seminifero. En rojo se indican aquellos estadios mas susceptibles a la
apoptosis por deprivacidon de testosterona, mientras que en azul se sefialan las células cuya supervivencia es
favorecida por la presencia de FSH.
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En el testiculo adulto de la rata, se eliminan espontaneamente por apoptosis
principalmente espermatogonias y espermatocitos. Segun Ruwanpura et al. (2007), los
mayores niveles de apoptosis se observan en espermatocitos en estadios IX—XIV. A nivel de
espermatogonias las mas afectadas son las tipo A2-A4 en estadios XI-XIV y |
respectivamente, mientras que rara vez se aprecia apoptosis en espermatogonias Al (Kerr,
1992). A nivel de espermatocitos, aquellos en los que se observan mayores niveles de
apoptosis son espermatocitos Il en estadio XIV, y en menor grado cigotenos tempranos
(estadio Xll) y espermatocitos en transicién cigoteno-paquiteno (estadios XIV-I) (Wing &
Christiansen, 1982; Johnson et al., 1984; Allan et al., 1992) (figura 1.13). El patrén de células
gue mueren de manera espontanea es similar en mamiferos de diferentes érdenes, con la
mayor parte de las células apoptdticas localizadas en estadios equivalentes (Blanco-
Rodriguez, 2002). En contraste, la muerte de espermatidas asi como de los espermatocitos y
espermatogonias en los estadios que no se mencionaron, son eventos muy raramente

observados durante la espermatogénesis normal (Blanco-Rodriguez, 2002).

En términos generales, se sabe poco acerca de la apoptosis en las espermatidas (Kerr
& de Kretser, 1974; Jegou, 1991; Baum et al., 2005). En condiciones naturales a nivel de
espermatidas elongadas esta descrita la activacion de vias apoptéticas, cuya funcién mas alla
de la muerte celular se asocia con la formacién de los cuerpos residuales que se generan
durante la espermiacion (Baum et al., 2005). En Drosophila la inhibicion de caspasa 3
provoca defectos en la espermiogénesis llevando a la acumulaciéon de citoplasma en los
espermatozoides (Arama & Steller, 2003), e indicando que moléculas pertenecientes a la
maquinaria de MCP estan involucradas en aspectos de la espermiogénesis. Bajo condiciones
patoldgicas, en individuos (roedores) que presentan problemas para sobrellevar
adecuadamente la espermiogénesis, se aprecia fragmentacion del ADN a nivel de
espermatidas redondas y finalmente azoospermia (Tesarik et al., 1998; Jurisicova et al.,

1999).

Pujianto y colaboradores demostraron que la supervivencia de los espermatozoides
es un proceso dependiente de la hormona prolactina, y mediado por la proteina Bad
(Pujianto et al., 2010). Pero, ¢étienen los espermatozoides la capacidad de morir por
apoptosis? No existen claras evidencias de que se eliminen espermatozoides por MCP,
aunque si se han observado distintos marcadores apoptéticos como caspasa 3, 8 y 9 activas

(Weng et al., 2002), receptor Fas, externalizacidon de fosfatidilserina y rupturas de cadena en
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el ADN (Blanc-Layrac et al., 2000; Sakkas et al., 2002). En espermatozoides que presentan
algunos de estos marcadores apoptoticos se observa pérdida de motilidad, lo que desde un
punto de vista funcional los elimina de la competencia por la fertilizacién (De luliis et al.,

2009).

Las distintas moléculas involucradas en la MCP presentan distintos perfiles de

expresion

La proteina FasL es expresada por las células de Sertoli (Bellgrau et al., 1995),
mientras que el receptor Fas se localiza en las células germinales. Aquellos cambios que
afectan al sistema de sefializacion Fas/FasL generan defectos en la espermatogénesis,

afectando la calidad de los gametos producidos en la linea germinal (Francavilla et al., 2002).

Tanto Bcl-2 como Bcl-w, Bcl-xl, Bax, Bad y Bak se expresan en el testiculo, y la
variacion dinamica entre los perfiles de expresién de estas proteinas es determinante en los
eventos apoptdticos que ocurren durante la primera onda espermatogénica [entre los 16-25
dias posparto (dpp) en la rata] y durante la adultez (Rodriguez et al., 1997; Yan et al., 2000;
Jeyaraj et al., 2003) (figura 1.12).

Bcl-2 se expresa Unicamente en las células de Sertoli. Esta particularidad podria
explicar por qué las mismas son menos sensibles a estimulos apoptéticos que las células
germinales (Yan et al., 2000a). Mientras que Bcl-2 no se expresa en las células germinales
(Hockenbery et al., 1991), Bcl-xl parece estar restringida a las espermatidas (Krajewski et al.,
1994). Ratones transgénicos que sobreexpresan las proteinas Bcl-xl, Bcl-w o Bcl-2 en sus
células germinales presentan una espermatogénesis anormal en el adulto, acompaiiada por
esterilidad, como resultado de la inhibicién de la primera onda de apoptosis que, como
hemos visto, juega un rol preponderante en el control de la densidad celular y el
mantenimiento de la homeostasis tisular en el testiculo (Parvinen, 1982; Rodriguez et al.,

1997).

Los estudios de Yan et al. (2000) muestran que los niveles de expresion de Bax a nivel
del testiculo aumentan desde el nacimiento hasta los 20 dpp, para luego decrecer y
mantenerse en niveles bajos en el adulto. Bak, en cambio, presenta niveles constantes de
expresion en distintos momentos del desarrollo. Por otra parte, los niveles de Bad aumentan
entre los 10 y 20 dpp, para luego mantenerse constantes durante la adultez. Mientras que

Bax se puede inmunolocalizar a nivel citopldsmico en células de Sertoli, espermatogonias y
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espermatocitos, Bad no se observa a nivel de células de Sertoli. Los mayores niveles de
expresion de Bax y Bak respecto a Bcl-w observados en espermatogonias y espermatocitos
podrian explicar la mayor predisposicion de estos tipos celulares a activar los mecanismos de

MCP (Yan et al., 2000a).

Ni Bax, Bak ni Bcl-w se expresan en espermatidas. Esto plantea la posibilidad de que
otros miembros de la familia BCL-2 tomen su lugar, y de hecho existen datos acerca de la
expresion de Bcl-xl (figura 1.12) y Diva en dicho tipo celular (Krajewski et al., 1994; Inohara

etal., 1998).

Otros ejemplos de proteinas de la familia BCL-2 involucradas en la gametogénesis son
Bim, Bik, Boo y Diva. Ratones doble KO Bim”" y Bik”" presentan durante la adultez un
bloqueo de la espermatogénesis, evidenciandose un desajuste en la homeostasis tisular que

desemboca en infertilidad de los adultos (Coultas et al., 2005).

1.5. Antecedentes directos de nuestro grupo de trabajo: Mtch2 en el

testiculo

Durante un experimento de mRNA Differential Display (Liang et al., 1993) llevado a
cabo en el Departamento de Biologia Molecular del IIBCE, se comparé la presencia de ARNs
mensajeros (ARNm) de testiculo de rata (Rattus norvegicus) adulto joven (40 dpp)
expresados diferencialmente en poblaciones celulares altamente enriquecidas en células
meidticas (espermatocitos paquiténicos) en relacion a las células posmeidticas
(espermatidas redondas). Como resultado de dicho experimento se aislaron, purificaron y
reamplificaron 40 bandas de ADN copia (ADNc) obtenidas como diferenciales de uno u otro
tipo celular, en experimentos por duplicado (Geisinger, 2003). El ADN de varias de las bandas
obtenidas fue secuenciado, y las secuencias obtenidas se analizaron por comparacién con las

secuencias presentes en los bancos de datos.

Una de las bandas obtenidas, diferencial de espermatocitos paquiténicos en
comparacion con las espermatidas, resultdé complementaria a parte de la regién 3° UTR del
gen Mtch2 de la rata. Con el fin de confirmar el patrén de expresion diferencial observado en
el mRNA Differential Display para esta banda, de 327 pb, se recurrié a la técnica de RT-PCR a
bajo numero de ciclos (semicuantitativa). La eleccion de esta metodologia se basd en que
dada la cinética de acumulacidn de los productos de PCR, una vez que se han fijado las

temperaturas y los tiempos del ciclo, la fase exponencial (que refiere al periodo temprano de
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ciclos en que los productos se acumulan de forma exponencial) puede usarse como una
medida comparativa aproximada de la cantidad de producto presente, al correr los

productos en geles de agarosa conteniendo bromuro de etidio (Cha & Thilly, 1995).

Se disefid una reaccién de RT-PCR para amplificar parte de la secuencia aislada a
través de un producto de amplificacion de 183 pb contenido dentro de la secuencia de 327
pb. Para ello se partié de ARN de espermatocitos paquiténicos, por un lado, y espermatidas
redondas, por otro. A su vez, con el objeto de analizar si se trataba de un gen de expresién
exclusiva o mayoritaria del testiculo adulto en comparacién con otros tejidos y etapas del
desarrollo, se incluyd ARN total de testiculo adulto, de testiculo de ratas macho neonatas de
1 dia, y de otros 9 tejidos de la rata, incluyendo ovario y epididimo. Todos los experimentos
se realizaron por duplicado (tanto la transcripcién reversa como el PCR) partiendo de
muestras independientes de ARN (figura 1.14.A). Como control de calidad de los distintos
ARN se amplificd la secuencia de un gen constitutivo (B-actina) a alto numero de ciclos,

siempre partiendo de la misma cantidad de molde (figura 1.14.B).

A

200
100

80

B
ER ER TAIN E OvwCe: H R B: P Go 1D M
[ 400
300
200
100

Figura 1.14. Mtch2 se expresa diferencialmente en espermatocitos paquiténicos respecto a espermatidas
redondas, y en el testiculo adulto respecto a otros tejidos y etapas previas del desarrollo. A. Gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio en que se migraron los productos de amplificacion por RT-PCR semicuantitativa
de un fragmento del ADNc de Mtch2. Cantidad de ciclos de PCR: 18. Se comparan los niveles de expresion en
13 tipos celulares y/o tejidos, por duplicado (los duplicados estdn corridos en carriles adyacentes). EP-
espermatocitos paquiténicos, ER- espermatidas redondas, TA- testiculo total de adulto, TN- testiculo total de
neonato, E- epididimo, O- ovario, Ce- cerebro, H- higado, R-rifién, B- bazo, P- pulmdn, Co- corazon, ID- intestino
delgado, M- Marcador de peso molecular GeneRuler 100pb DNA Ladder (Fermentas). B. Gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio en que se migraron los productos de amplificaciéon de un fragmento del ARNm de la B-
actina en los mismos tipos celulares y tejidos, a 40 ciclos. En ambos geles la flecha sefiala los productos de
amplificacion.
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En la figura 1.14.A se observa amplificacion de parte de la secuencia de Mtch2 a bajo
numero de ciclos en espermatocitos paquiténicos, espermatidas redondas y testiculo adulto.
Los niveles de expresion son mayores en espermatocitos paquiténicos con respecto a
espermatidas redondas, confirmando el patron diferencial obtenido en el mRNA Differential
Display. Por otro lado, la amplificacién diferencial de la secuencia de interés en testiculo
adulto en relacién al testiculo de neonatos, y respecto a otros tejidos donde no se aprecia
amplificacion de Mtch2, nos sugiere que este gen no sdélo se expresa de manera diferencial
entre espermatocitos paquiténicos y espermdtidas redondas, sino que los niveles de
transcripcion del gen aumentan junto con el arribo de la madurez sexual en la rata, y que la

expresidon de Mtch2 es diferencial del testiculo en relacidon a los otros tejidos analizados.

Resumen de los antecedentes

A lo largo de estas pdginas se han expuesto nociones bdsicas acerca de la
espermatogénesis, asi como de la importancia de la MCP en la formacion de los seres vivos y
en el establecimiento de la linea germinal masculina. También se ha demostrado que los
patrones de expresion de las distintas moléculas involucradas en la apoptosis varian en la
linea germinal segun tipo celular y segun la etapa del desarrollo. Se ha destacado la
importancia de la accion de estas moléculas y como su ausencia o desbalance puede tener
profundas implicancias sobre la homeostasis tisular y, por lo tanto, sobre las propiedades
cualitativas y cuantitativas de la espermatogénesis. Teniendo en cuenta que Mtch2 es un gen
que se expresa diferencialmente en la profase meidtica masculina respecto a células
posmeidticas en la rata adulta joven, y dada la evidencia existente acerca del posible rol de
Mtch2 podria estar involucrada en la interconexion entre diferentes vias de MCP, nos parecio
interesante estudiar el patron de expresion de Mtch2 en el testiculo de la rata y su posible

relacion con la MCP en este tejido.
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HIPOTESIS, OBJETIVOS Y ABORDAJE

2.1 Hipoétesis

La hipodtesis general de trabajo es que el gen Mtch2, diferencialmente expresado

durante la espermatogénesis de la rata, codifica una proteina presuntamente apoptética.
2.2 Objetivo general de la tesis

El objetivo general es aportar conocimiento original sobre los mecanismos
moleculares subyacentes a la espermatogénesis de los mamiferos, en particular al

importante rol que la apoptosis desempena durante la misma.
Objetivos especificos

Con el fin de lograr dicho objetivo general, nos propusimos los siguientes objetivos

especificos:

1. Caracterizar la secuencia del ARNm de Mtch2 en el testiculo, y determinar la

presencia o ausencia de isoformas.

2. Estudiar el perfil de expresiéon de Mtch2 tanto a nivel de ARN mensajero como de su
producto proteico en el testiculo en comparacidn con otros tejidos, en diferentes etapas
del desarrollo testicular y en los diferentes tipos celulares pertenecientes a la linea

germinal.

3. Analizar la expresion y localizacién de Mtch2 en relacién a la MCP, bajo condiciones

normales del desarrollo testicular y bajo condiciones de induccion de MCP.
2.3 Abordaje

Con respecto al objetivo especifico 1, para lograr una caracterizaciéon en profundidad
es necesario conocer la secuencia expresada por Mtch2 a nivel de espermatocitos
paquiténicos dado que nuestros antecedentes indican que en este tipo celular en particular
el gen es expresado de manera diferencial. La metodologia se basara en el rastreo de la
secuencia expresada por Mtch2 en una genoteca obtenida a partir de espermatocitos

paquiténicos, esperando poder determinar la presencia o no, de nuevas isoformas de Mtch2.
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Es importante determinar la presencia o ausencia de isoformas que puedan alterar
caracteristicas importantes del producto proteico y como consecuencia puedan afectar su

funcion.

En relaciéon al segundo objetivo, basdndonos en las diferencias cuantitativas
observadas en primera instancia a nivel de ARNm, pretendemos profundizar en el estudio
del patrén de expresion del gen descrito en los antecedentes, asi como caracterizar el patrén
de expresidon a nivel proteico. Mediante técnicas de inmunolocalizacién que permitan
detectar diferencias cuantitativas y cualitativas de expresion (Western blot,
inmunohistoquimica, técnicas citométricas), esperamos corroborar que Mtch2 se expresa
diferencialmente durante la espermatogénesis de la rata, con mayores niveles de expresiéon
en el testiculo adulto respecto a etapas previas del desarrollo y en espermatocitos
paquiténicos respecto a espermatidas redondas. En conjunto con el primer objetivo
especifico, pretendemos aportar informacidn original acerca del perfil de expresién Mtch2

en el marco de la espermatogénesis.

Considerando tanto la posible funcidn de Mtch2 en relacién con la apoptosis como la
importancia de la MCP a nivel del desarrollo de la linea germinal, buscamos estudiar si el
perfil de expresion de Mtch2 en el marco de la espermatogénesis de la rata puede
relacionarse con la expresiéon de marcadores conocidos de la apoptosis (objetivo especifico
3). Empleando técnicas clasicas de estudio de MCP, esperamos averiguar si existen

evidencias que relacionen a Mtch2 con la MCP a nivel de la linea germinal.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales

Todos los animales utilizados fueron ratas de la especie Rattus norvegicus cepa
Sprague-Dawley, criadas en el bioterio del IIBCE a temperatura constante de 232C, ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 horas y alimentacion ad libitum. Se utilizaron individuos macho entre
los 7 dpp y 60 dpp. Todos los animales fueron sacrificados de acuerdo a las condiciones
establecidas por la Comisién Honoraria para la Experimentaciéon Animal (CHEA, actualmente
CNEA) por sobredosis con pentobarbital sédico y posterior dislocacion cervical. A
continuaciéon se procedid a la diseccién de los animales, extrayendo los testiculos y, en
algunos casos, también otros tejidos (ver Resultados). Para el caso de las disecciones de

testiculo, éstos se despojaron de la tunica albuginea previo a cualquier procesamiento.

Para los ensayos de hipertermia moderada se procedid puntualmente segun lo

descrito en 3.7.

Se contd con protocolo experimental aprobado por la CHEA y por la Comision de
Etica del IIBCE (nimero de expediente 004/09/2011) para todos los experimentos llevados a

cabo.
3.2 RT-PCR

Retrotranscripcion (RT)

Para realizar la reaccion de RT se partié de ARN de rata previamente extraido de
diferentes tejidos de adulto (40 dpp): testiculo, epididimo, ovario, cerebro, higado, rifidn,
bazo, pulmdn, corazén e intestino delgado, asi como también de testiculo de neonatos (1
dpp). Ademas se incluyd ARN extraido a partir de dos poblaciones celulares diferentes de
testiculo de 40 dpp, previamente obtenidas mediante el método de elutriaciéon (ver
Geisinger et al., 1996), una enriquecida en espermatocitos paquiténicos y la otra en
espermatidas redondas. Partiendo de la misma cantidad de ARN para todas las muestras (1
ug por cada reaccidn), se llevd a cabo la mezcla de RT mediante el agregado de la enzima

dTM

transcriptasa inversa RevertAi M-MuLV (Fermentas, 100 unidades por cada reaccién) en

el volumen correspondiente de buffer de la enzima, junto con cebadores oligo dT5(IDT, 0,25
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pg por cada reaccion), dNTPs (0,25 mM de una mezcla de los 4 desoxirribonucleétidos por
cada reaccion) e inhibidor de ribonucleasas RiboLock™ (Fermentas, 5 unidades por cada
reaccion), y completando el volumen final a 10 ul con agua ultrapura tratada contra ARNasas
con dimetil-pirocarbonato (DMPC) al 0,1% segun el procedimiento habitual (Sambrook et al.,

1989).

Se hibridd el ARN junto con los cebadores oligodT durante 5 min. a 702C antes de
agregar los reactivos restantes de la mezcla, incorporando la enzima en ultimo término. La
reaccion de RT se llevd a cabo en termociclador Perkin-Elmer (GeneAmp PCR System 2400
que abarcd las siguientes fases: 1) 5 min. a 372C; 2) 1 hora de sintesis de ADNc a 42°Cy; 3)

10 min. a 709C para inactivar la enzima.
PCR

Para las reacciones de PCR se utilizaron como molde 2 uL de cada uno de los ADNc
obtenidos de la reaccién de RT. Se amplificé parte de la secuencia de Mtch2 con la enzima
ADNTaq polimerasa (Fermentas, 1 unidad por cada reaccidn) en el buffer provisto por la
enzima junto con dNTPs (concentracién final 0,5mM conteniendo los 4
desoxirribonucleétidos por cada reaccidén), MgCl, (concentracion final 2,5 mM por cada
reaccidon), y cebadores especificos (concentracién final 0,5 uM de cada uno por cada
reaccion): cebador Forward 5'-CCACCTAGAGGAGGATGAG-3' y cebador Reverse 5'-
AAATGTCACTGTCCCTGCTC-3'. Dichos cebadores amplifican un producto de 183 pb a nivel de
la region 3’ del gen Mtch2, contenido dentro de la secuencia de 329 pb aislada a partir del

experimento de mRNA Differential Display.

En el mismo termociclador indicado mas arriba se realizaron 40 ciclos de 30 seg. de
desnaturalizacion a 929C, 30 seg. de annealing a 579C, y 30 seg. de amplificacién a 722C, con
una etapa de extensidn final de 7 min. a 722C. Como control negativo se realizé una reaccién

idéntica, pero sustituyendo el ADNc por un volumen equivalente de agua ultrapura estéril.

Los productos amplificados por PCR fueron separados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1,5 % en buffer TAE (Tris 40 mM pH 8,0, 4cido acetico 20 mM, EDTA 1 mM)
conteniendo bromuro de etidio al 1%, y se detectd el ADN por visualizacion bajo

transiluminador de luz ultravioleta (UV).

35



Materiales y Métodos

3.3 Rastreo en genoteca de ADNc de espermatocitos paquiténicos

Para el rastreo se utilizd una sonda basada en la secuencia del fragmento de ADNc de
Mtch2 obtenido a partir del experimento de mRNA Differential Display. El rastreo se llevd a
cabo en una biblioteca de ADNc obtenida previamente en nuestro laboratorio partiendo de
ARNm extraido de poblaciones celulares altamente enriquecidas por elutriacion en
espermatocitos paquiténicos de rata macho adulta (39-41 dpp) (Meistrich, 1981). La
biblioteca se habia sintetizado utilizando el kit “ZAP-cDNA Synthesis” (Stratagene), de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Geisinger, 2003).
Rastreo preliminar por PCR de clones conteniendo la secuencia de Mtch2

Se llevd a cabo un rastreo preliminar de la secuencia de Mtch2 en la genoteca
mediante la técnica de PCR. Se partié de distintas diluciones de la genoteca, y se utilizé el

ADN contenido dentro de las cdpsides como molde para la reaccién de PCR.

Previo al agregado de la mezcla de PCR (mismas condiciones de la Seccién 3.2, PCR),
se afiadid una etapa de desnaturalizacidn de las capsides virales, que consistié en un ciclo de
calentamiento a 952C durante 5 min., para luego continuar con 40 ciclos de 30 seg. de
desnaturalizacion a 929C, 30 seg. de annealing a 572C, 30 seg. de amplificacidn a 722C vy, por

ultimo, una etapa de extension final de 7 min.
Marcado de la sonda

La banda de ADNc del experimento de mRNA Differential Display, de 327 pb vy
correspondiente a parte de la regién 3" UTR del gen Mtch2, se encontraba clonada en un
pldsmido pGEM-T (Promega), dentro de células Escherichia coli XL1-Blue transformadas y
almacenadas en glicerol a -802C. Una alicuota del glicerol se estrié sobre placas de Petri
conteniendo LB agar (10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl por litro de
medio, pH 7,0, con el agregado de 15 g de agar-agar por litro de medio)-ampicilina (50
ug/mL) y se dejé crecer o.n. a 372C en estufa. Luego de una segunda estria sobre LB-
ampicilina, se picé una colonia para inocular 25 mL de medio liquido LB-ampicilina (50
ug/mL), incubandose o.n. con agitacién a 379C. Alcanzada una DOggo=1, se purificé el ADN
plasmidico utilizando el kit de purificaciéon de Qiagen Plasmid Midi Kit de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. Finalmente el ADN se resuspendié en 200 L de Tris-Cl 10 mM
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pH 8,5. Se chequed el estado del plasmido por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en

buffer TAE conteniendo bromuro de etidio, y se visualizé bajo transiluminador de luz UV.

Se realizé una digestion del pldsmido para liberar el inserto. Esta se llevd a cabo con
las enzimas Apal y Pstl (Fermentas). Dada la incompatibilidad de buffer y temperaturas
Optimas de accion de ambas enzimas, se realizaron dos digestiones secuenciales. La
digestion con Apal se llevd a cabo en buffer Blue (Fermentas) a 302C, en tanto la digestion
con Pstl se efectuéd en buffer Orange (Fermentas) a 372C. Se utilizé una relaciéon de 3
unidades de enzima por cada pug de ADN plasmidico, y se efectué cada digestion durante 75
min. Se verificé el tamafio del inserto contenido en el plasmido por electroforesis en gel de

agarosa al 1,5% en buffer TAE, con bromuro de etidio.

El producto de la digestidn se purificd cortando la banda de interés a partir de un gel
preparativo al 1,5 % de agarosa en TAE con bromuro de etidio. Para la elucién de la banda se
utilizé el kit Wizard SV Gel Clean Up Sys (Promega) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El ADN total eluido fue resuspendido en un volumen final de 50 pL de Tris-Cl 10

mM pH 8,5.

La sonda de ADN marcada con digoxigenina fue sintetizada utilizando como molde el
ADN eluido. La sintesis de la sonda se realizd6 mediante el kit DIG High Prime DNA Labeling
and Detection Starter Kit (Roche) durante 20 horas a 372C partiendo de 800 ng de ADN
molde, y siguiendo las instrucciones del manual. La eficiencia del marcado se midié de

acuerdo a lo indicado en el kit.
Plaqueo de unidades formadoras de playas de lisis (ufp), transferencia y fijacion

Los plaqueos se realizaron siguiendo el protocolo del ZAP-cDNA Synthesis kit.
Brevemente, se iniciaron cultivos de células de E. coli XL1-Blue en medio LB liquido
suplementado con maltosa (0,2%) y MgS0,4 (10 mM), se dejaron crecer hasta alcanzar una
DOgoonm de 0,5-0,6, se centrifugaron a 6000 rpm (10 min., 4 °C) y se resuspendieron en
MgSO4 (10 mM) a DOgoonm de 0,5. Por cada placa de Petri (& 150 mm) utilizada para el
rastreo se plaquearon 600 uL de bacterias previamente inoculadas durante 15 min. a 372C
con agitacion, con una dilucion de la genoteca conteniendo 40.000 bacteriéfagos A (40.000
ufp). Se plaquearon las bacterias inoculadas junto con 6,5 mL de NZY top agarosa (10 g de
extracto de levadura, 5 g de NaCl, 2 g de MgS0,4.7H,0, 10 g de NZ-amina y 7 g de agarosa por

litro de medio, pH 7,0) fundido y termostatizado a 45-482C sobre las placas de Petri
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conteniendo medio LB agar. Las bacterias infectadas con fagos A se incubaron a 379C hasta la

formacién de una alta densidad de ufp.

Las ufp se transfirieron hacia una membrana de nylon cargada positivamente
(Hybond™-N+, Amersham). Discos de membranas cargadas se apoyaron durante 5 min.
sobre el NZY top agarosa conteniendo las ufp (los discos de membrana y las placas de Petri
se marcaron de modo indeleble, para poder alinearlos posteriormente), y las capsides de los
fagos se desnaturalizaron durante 5 min. apoyando los discos boca arriba sobre filtros de
papel secante embebidos en solucion desnaturalizante (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M). El exceso
de solucién desnaturalizante se elimind apoyando las membranas boca arriba sobre papel
secante, y las membranas se apoyaron durante 15 min. sobre filtros embebidos en solucién
neutralizante (NaCl 1,5 M, TrisCl 0.5 M, pH 7,5). El exceso nuevamente fue retirado
apoyando sobre papel secante, y finalmente se incubd mediante el mismo procedimiento
durante 10 min. en SSC 5X (1,5 M NacCl, 0.5 M TrisCl pH 7,5). El ADN liberado de las capsides

de los fagos se fij6 a las membranas por horneado a 1202C durante 30 min.

Deteccion y rastreo

Las membranas horneadas se hidrataron y bloquearon durante 1 hora a 429C en
solucion de prehibridacion ULTRAhyb (Ambion), en horno de hibridacién (Hybaid), dentro de
botellas de hibridacién. Se incubaron o.n. las membranas en solucion de prehibridacién
conteniendo 0,1 ng/mL de sonda. Por cada botella de 100 mL se colocaron 2 membranas
separadas entre si mediante malla de hibridacion (Hybaid), y se emplearon 6 mL de solucidn

ULTRAhyb.

Luego de la hibridacién se realizaron 2 lavados de 5 min. cada uno en 2X SSC, 0,1%
SDS, y 2 lavados de 15 min. cada uno a 682C en 0,5X SSC, 0,1% SDS para remover la sonda no
hibridada. Se procedié a la deteccién de la sonda con anticuerpos anti-digoxigenina
acoplados a fosfatasa alcalina siguiendo las indicaciones del fabricante (DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit). Se lavé el excedente de anticuerpo y se detectaron las
ufp positivas mediante CSPD (Chloro-5-substituted adamantyl-1,2-dioxetane phosphate,
Roche), sustrato quimioluminiscente de la fosfatasa alcalina. Se reveld por exposicién a film
de rayos X (Kodak). Se alinearon las placas fotograficas reveladas con las placas de Petri, y las
ufp positivas fueron identificadas, picadas del agar mediante la utilizaciéon de una punta de

pipeta automatica de 1000 pL con su punta cortada, y conservadas en 1 mL de buffer SM
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(NaCl 100 mM, MgS04.7H,0 8 mM, Tris-Cl 50 mM pH 7,5, gelatina 0,002%) con 2% de

cloroformo.

Se realizaron 2 rondas subsiguientes de rastreo con la finalidad de obtener el mayor
grado de pureza de las playas de lisis positivas aisladas, esta vez utilizando placas de Petri de
80 mm de didmetro. Previo a cada ronda de rastreo las soluciones conteniendo los
bacteriéfagos se diluyeron y fueron tituladas segun lo indicado en el manual del ZAP cDNA
Synthesis Kit. Para las rondas de purificacidon se sembraron entre 100 y 300 ufp por placa, de
modo de poder aislar facilmente las playas positivas. Se utilizaron 200 uL de células XL1-Blue
DOgoonm=0,5 y 3 mL de medio NZY-top por placa, y se levanté un Unico filtro por cada una.
Las membranas se desnaturalizaron, neutralizaron y fijaron del mismo modo que para la
primera ronda de rastreo. Las playas de lisis positivas aisladas se levantaron del mismo modo

gue lo indicado mds arriba y se conservaron en 1 mL de buffer SM con cloroformo a 4°C.
Escision in-vivo

Se llevd a cabo la escision in-vivo de los fagos y el plaqueo de los mismos de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (ZAP-cDNA Synthesis Kit). Brevemente, se inocularon 200
pL de E. coli XL-1 Blue DOggo=1,0 con 200 uL de fagos A contenidos en buffer SM, de cada una
de las diferentes playas de lisis seleccionadas en etapas previas, y 1 uL del fago helper R408
(Stratagene). Se incubaron las bacterias inoculadas con el fago helper y los fagos A durante
15 min. a 372C para permitir la coinfeccion. A continuacion se agregaron a la mezcla 5 mL de
medio de cultivo 2X YT (16 g de triptona, 10 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl por litro
de medio, pH 7,2) y se incubé durante 3 horas a 372C con agitacién. Se calenté el cultivo a
702C durante 20 min. para inducir la liberacién de los fagémidos. Cada fagémido
empaqguetado como una particula de bacteriéfago filamentoso contiene el plasmido
pBluescript con la secuencia de ADNc rastreada. Estos se separaron de las bacterias por
centrifugacién diferencial durante 5min. a 4000g, concentrdndose los fagémidos en el

sobrenadante.

Se inocularon 200 pL de células E. coli XL-1 Blue (DOgp=1,0) en medio LB
suplementado con maltosa (0.2%) y MgSO, (10 mM) con 200 pL de los fagémidos purificados
y se incubod a 372C con agitacidén durante 15 min. para permitir la infeccion. A continuacién
se sembraron las bacterias en placas de Petri conteniendo medio LB agar con ampicilina (50

pug/mL). La ampicilina permitié seleccionar aquellas bacterias que hubieran sido infectadas
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por el fagémido y por lo tanto incorporaron el plasmido pBluescript con el gen de resistencia
a la ampicilina. Las colonias crecidas en medio selectivo fueron repicadas (dos estrias de

purificacidon) y utilizadas para hacer minipreparaciones plasmidicas (ver a continuacién).

Purificacion de ADN de los clones seleccionados y analisis de restriccion

Se cultivaron las colonias o.n. en 3 mL de LB liquido con ampicilina (50 pug/mL) a 372C
con agitacion. Se centrifugaron las bacterias durante 90 seg. a maxima velocidad y se elimind
el sobrenadante antes de resuspender el precipitado bacteriano en 300 uL de solucion 1
(Tris-CI 50 mM pH 8, EDTA 10 mM, 100 ug de ARNasa A por mL de buffer). Se vortexed antes
de agregar 300 pL de solucién 2 (NaOH 200 mM, SDS al 1%, preparado en el momento). Se
mezcld con cuidado por inversidon y se incubd durante 5 min. a temperatura ambiente. A Ia
mezcla se le agregaron 300 plL de solucion 3 (acetato de potasio 3 M, pH 5,5), se mezclé e
incubd la mezcla 5 min. en agua-hielo. Se centrifugd la muestra durante 10 min. a maxima
velocidad y se recuperé el sobrenadante en un nuevo tubo estéril, con cuidado de no
destruir el precipitado. EI ADN plasmidico fue precipitado o.n. a partir del sobrenadante
agregando 0,7 volumenes de isopropanol, mezclando por inversion e incubando
aproximadamente 30 min. a -202C. A continuacion, se centrifugd a mdaxima velocidad
durante 30 min. a 49C. El precipitado de ADN se lavé con 1 mL de etanol 70% y se centrifugd
a 42C durante 5 min. a maxima velocidad. Se secé el precipitado al aire y se resuspendid en

40 pL de Tris-Cl 10 mM pH 8,5. Se conservé la muestra a -202C.

Previo a enviar a secuenciacion, el tamafio de los insertos contenidos en los clones
aislados fue estudiado por doble digestidon de los plasmidos con las enzimas de restriccidon
Apal y Pstl (Fermentas). La digestion con Apal se llevd a cabo en buffer Blue (Fermentas) a
309C, en tanto la digestidon con Pstl se efectud en buffer Orange (Fermentas) a 372C. Ambas
digestiones se realizaron durante 90 minutos cada una. El tamafio de los insertos fue
analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE, utilizando bromuro de

etidio al 1% incluido en el gel para la deteccién del ADN.

Al menos 0,7 pg de cada uno de los clones obtenidos se enviaron a la Unidad de
Biologia Molecular del Institut Pasteur de Montevideo (IPMon) para su secuenciacion (ver

3.8).

40



Materiales y Métodos

3.4 Western Blots
Preparacion de extractos proteicos

Los testiculos disecados y despojados de tunica albuginea, se conservaron en PBS
(NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na;HPO,4.2H,0 8,1 mM, KH,PO,4 1,76 mM, pH 7,4) frio. Con un
bisturi se corté el testiculo en trozos de 3 mm de lado, y luego se procedié a pipetear
suavemente con puntero de pipeta automatica de 1000 ul con la punta cortada, evitando la
formacién de espuma, hasta homogenizar la muestra. Se filtré la mezcla homogeneizada en
forma sucesiva con membranas de 80 um y 25 um de poro. Se estimd el numero de células
totales por conteo en camara Neubauer. Se centrifugaron las células a 1000 g durante 10
min. a 42C y se resuspendio el precipitado en buffer de Laemmli (Tris-Cl 0,12 M pH 6,8, SDS
10%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 20%, azul de bromofenol 0,02%), de modo que la
concentracion final de células fuera de 1,5 x 10° células por pL. Se calentaron las muestras a
1009C durante 10 min. y se centrifugd a 15.000 g por 20 min. a 429C. Se conservé el

sobrenadante conteniendo las proteinas a -202C.

Con respecto a otros tejidos, se extrajo proteina mediante el macerado de los
mismos utilizando un homogeneizador Potter-Elvehjem (Sigma-Aldrich). Considerando que 1
gramo de tejido corresponde aproximadamente unas 1 x 10% células (Rédei, 2008), se
homogenizé la muestra en buffer de Laemmli adecuando el volumen para lograr una
concentracion final de 1,5 x 10°células por pL. Se calentaron las muestras a 1002C durante
10 min. y se centrifugd a 15.000 g durante 20 min. a 42C. Se conservd el sobrenadante

conteniendo las proteinas a -202C.
Electroforesis en gel de poliacrilamida

Para las corridas electroforéticas de proteinas se cargd un rango de entre 10 y 50 pug
de proteina por carril, de cada uno de los extractos proteicos obtenidos segun lo indicado
mas arriba. La concentracion de proteina fue estimada por Absorbanciaxsy en
espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Scientific), segun las instrucciones del fabricante, y se
ajusté mediante corridas electroforéticas de prueba en geles tefiidos con azul de Coomasie

(ver mas abajo).

Para los casos en que se migraron extractos de mitocondrias de higado, los

mencionados extractos fueron cedidos por el profesor Atan Gross (Instituto Weizmann,
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Rehovot, Israel), obtenidos a partir de ratones WT y KO para el gen Mtch2. Dichos extractos
mitocondriales habian sido obtenidos por centrifugacién diferencial (Zaltsman et al., 2010) y

la concentracién de proteina cuantificada en origen.

Los extractos proteicos se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida SDS PAGE (Laemmli et al., 1970). Las muestras se apilaron en un gel
concentrador (acrilamida 4,8% y bisacrilamida 0,12%, SDS 0,1%, en Tris 0,12 M pH 6,8,) y se
separaron en un gel al 12% (acrilamida 12%, bisacrilamida 0,3%, SDS 0,1%, en Tris 0,37 M pH
8,7). Se utilizaron como catalizadores para las reacciones de polimerizacion TEMED y APS,
ambos a una concentracion final de 0,1%. Se utilizd como buffer de corrida Tris 25 mM pH
8,5, glicina 0,112 M, SDS 0,1%, vy las corridas se efectuaron en una cuba de electroforesis
Mini PROTEAN 3 Cell (BioRad). En el gel concentrador se aplicé un voltaje de 90 V mientras

gue para la electroforesis en el gel separador se aplicé un voltaje de 150 V.

En los casos en que no se planearan transferir, las proteinas se tifieron utilizando azul
de Coomasie (Coomasie brilliant blue 1,125%, metanol 40%, acido acético glacial 10%)
durante 1 hora con agitacion a temperatura ambiente. El excedente de colorante se retiré
con soluciéon de destefiido (etanol 25%, acido acético glacial 10%), hasta observar bandas de
proteina en el gel de poliacrilamida. Cuando se efectud transferencia, los geles no se tifieron

previamente a la misma.

Transferencia

Las proteinas separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida fueron
transferidas hacia membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell) utilizando buffer de
transferencia CAPS (CAPS 25mM, metanol 10%, SDS 0,025%, acido B-mercaptopropiénico
0,5 mM, pH 11). Las transferencias se llevaron a cabo por el método de transferencia liquida,
en una cuba de transferencia Mini TRANS-BLOT Cell (BioRad) durante 60 min. a 85 V
(aproximadamente 300 mA). La calidad de la transferencia fue evaluada por tinciéon con Rojo
Ponceau [Ponceau$S (Sigma) 0.1% en acido acético glacial al 5%] durante 5 min., y luego
lavando con agua ultrapura hasta observar los carriles transferidos con el bandeo de

proteinas.
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Deteccion Inmunolégica

Para disminuir las interacciones inespecificas, las membranas fueron bloqueadas en
una solucion de TBSt (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,6, Tween 20 0,5%) con 5% de leche
descremada en polvo, o.n. a 42C. Se lavé en TBSt 2 veces consecutivas durante 15 min. cada
una antes de pasar a la incubaciéon con el anticuerpo primario en TBSt-leche 5%. Todos los
anticuerpos primarios empleados fueron producidos en conejo. La concentracién final del
anticuerpo varid segun el anticuerpo en cuestién: el anti-Mtch2 cedido por el Profesor Atan
Gross (Yerushalmi et al. 2002) y el anti-caspasa-3 (Cell Signaling, #9660) se usaron a una
dilucion de 1:500, el anti-B-actina (Abcam, ab8227) se utilizé a una dilucién final de 1:2000, y
el anti-Mtch2 comercial (Sigma, SAAB3500013) se empleé a una concentracion final de
1:200. Las incubaciones duraron entre 1y 2 horas a temperatura ambiente y el excedente de
anticuerpo se lavd 2 veces durante 15 min. cada una en TBSt, para luego incubar con
anticuerpo secundario durante 1 hora también a temperatura ambiente. Se utilizd el
anticuerpo secundario producido en cabra Goat anti Rabbit IgG acoplado a peroxidasa de
rabano (HRP) (Pierce, #31460) a una concentracién final de 1:10.000 en TBSt-leche 5%. El
exceso de anticuerpo secundario fue lavado de las membranas 2 veces durante 10 min. con

TBSt. Todas las incubaciones y lavados se realizaron con agitacion.

Las membranas se incubaron en reactivo quimioluminiscente HRP SuperSignal West
Pico (Pierce) durante 5 min. a temperatura ambiente protegidas de la luz, y se expusieron a
un film de rayos X (Kodak) durante tiempos variables (de 10 seg. a 20 min.) en cuarto oscuro.
Los films fueron revelados y fijados siguiendo los procedimientos habituales, y a

continuacién escaneados para su analisis.
3.5 Inmunohistoquimica

Preparado de cortes histologicos

El tejido disecado se colocdé en PBS y se cortd en pequefios trozos de
aproximadamente 5 mm de lado con bisturi. Se fijé6 durante 1 hora a 42C en buffer PHEM
(PIPES 60 mM, HEPES 25 mM, EGTA 10 mM, MgCl, 2 mM) conteniendo paraformaldehido
(PFA) al 4% (preparado fresco). Se lavaron los trozos de tejido por 10 min. en buffer PHEM,
para luego incubarlos 1 hora a 42C en PHEM conteniendo 10% de sacarosa y a continuacion

o.n. en PHEM con 20% de sacarosa, también a 42C. Al dia siguiente se transfirieron los trozos
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de tejido a una solucién conteniendo 50% de PHEM/10% sacarosa y 50% de medio de
congelacion de tejidos (Jung), y se incubaron durante 30 min. a 42C. Por ultimo, los trozos de
tejido se colocaron en un soporte adecuado y se cubrieron con medio de congelacién

durante 30 min. a temperatura ambiente antes de guardar las muestras a -202C.

Se realizaron cortes de 10 um de espesor en criéstato SLEE modelo MEV, y los
mismos se colocaron sobre portaobjetos previamente recubiertos con poli-L-lisina (Sigma-
Aldrich) segun los procedimientos habituales, de modo de favorecer la adhesion de los
mismos al vidrio. Los portaobjetos conteniendo los cortes fueron nuevamente conservados a

-20 2C hasta su utilizacion.

Inmunodeteccion de Mtch2 en cortes

Los cortes de tejido se hidrataron durante 20 min. a temperatura ambiente en buffer
PHEM. Se permeabilizo el tejido en buffer PHEM conteniendo 0.1% de Tween 20 durante 1
hora a temperatura ambiente. Se lavd 3 veces durante 5 min. cada una con PHEM, y se
bloquearon los grupos aldehido y cetona libres con PHEM conteniendo 1% borohidruro de
sodio (Sigma) durante 30 min. a temperatura ambiente. Se lavé 3 veces durante 5 min. con
PHEM previo a bloquear el tejido con 5% suero fetal bovino (SFB), 0.1% albumina de suero
bovino (BSA), glicina 50mM (solucion de bloqueo) en buffer PHEM por 30 min. a
temperatura ambiente. A continuacién se incubaron los cortes o.n. a 42C con anticuerpo
primario anti-Mtch2 (Sigma, SAB3500013) a dilucién 1:100 en solucién de bloqueo. Se lavé el
excedente de anticuerpo 3 veces durante 10 min. cada una con 0.1% Tween 20, 50 mM
glicina en PHEM, antes de incubar durante 1 hora a temperatura ambiente en solucién de
blogueo conteniendo, ya sea un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado a
Cy2 (Millipore, AP132J; dilucién1:50) u otro conjugado a Rojo Texas (Sigma, SAB3700858;
dilucion 1:50), y protegiendo de la luz los fluorocromos. Se lavd el excedente de anticuerpo
secundario 3 veces durante 10 min. cada una con 0.1% Tween 20, glicina 50 mM en PHEM, y
los preparados se cubrieron con montante conteniendo antifade DABCO [1,4-Diazabicyclo
(2.2.2) octane, Sigma] 2% y DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, Sigma) en
50% glicerol, 50% PBS 0,01 M. El DAPI se utilizé para tedir los nucleos celulares, mientras que
el DABCO se empled para retardar el decaimiento de los fluorocromos presentes en los

anticuerpos secundarios.
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Co-deteccion de Mtch2 con Mitotracker® Red 580 (MTR580)

Los cortes se hidrataron durante 20 min.en PBS a temperatura ambiente y se
incubaron 30 min. en solucidn de bloqueo (BSA 1%,Tween 20 en PBS). Se lavaron 2 veces
durante 5 min. cada una en PBS previo a la incubacion o.n. a 42C en solucion de blogueo con
el anticuerpo primario anti-Mtch2 comercial mencionado mas arriba (dilucién 1:100) en
solucion de bloqueo. Se lavé el excedente de anticuerpo primario y se incubaron los cortes
durante 1 hora a temperatura ambiente en anticuerpo secundario de cabra anti-conejo
conjugado a Cy2 (dilucién 1:50). El excedente de anticuerpo secundario se lavd 2 veces en
PBS (2 x 5 min.) y se permeabilizaron los cortes cubriéndolos durante 5 min. con acetona
fria a -202C. Se lavd con PBS y rapidamente se incubd 20 min. en soluciéon de bloqueo
conteniendo MTR580 (Invitrogen) a una concentracion final de 200 nM. Se lavé el excedente
de sonda 2 veces con PBS durante 5 min. y se cubrieron los preparados con el montante

indicado mas arriba.
Deteccion de Mtch2 y ensayo de TUNEL

Los cortes se hidrataron durante 20 min. en PBS a temperatura ambiente y se
permeabilizaron durante 2 min. a 42C en Triton X-100 0.1% y citrato de sodio 0.1% en PBS.
Se lavé 2 veces durante 5 min. en PBS y se incubaron los cortes en reaccion de TUNEL (/n Situ
Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Roche) durante 1 hora a 372C protegidos de la luz.
Todos los pasos a continuacién se realizaron protegiendo los cortes de la luz. Se lavaron 3
veces los cortes en PBS durante 5 min. antes de bloquear los mismos por 30 min. en BSA 1%,
Tritén X-100 0,1% en PBS (solucion de bloqueo). Se retird la solucion de bloqueo y se incubd
0.n. a 42C con el anticuerpo primario anti Mtch2 (Sigma, SAB3500013) a dilucién 1:100 en
solucién de bloqueo. Se lavd con PBS (2 x 10 min.) para eliminar el exceso de anticuerpo
primario antes de incubar durante 1 hora en anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a
Rojo Texas (dilucion 1:50), también en solucion de bloqueo. Finalmente, se lavé con PBS (2 x

10 min.) el exceso de anticuerpo secundario y se cubrieron los preparados con el montante.
3.6 Cuantificacion Celular por Citometria de Flujo

Para poder discernir diferencias cuantitativas en los niveles de expresién de Mtch2
entre las distintas poblaciones celulares, definidas segun su contenido de ADN, se realizo la

inmunomarcacion de la proteina en una suspension de células de testiculo de rata de 40
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dpp. A tales efectos las células en suspensidn fueron fijadas, permeabilizadas y expuestas al
anticuerpo anti-Mtch2, las poblaciones celulares sometidas a inmunocitoquimica, a su vez

fueron tefiidas con IP previo a su evaluacién por citometria de flujo.
Suspensiones celulares

Testiculos disecados desprovistos de la tunica albuginea se cortaron en trozos de 3
mm de lado y se homogeneizé el tejido utilizando un equipo Medimachine™ (Becton
Dickinson, BD) mediante un protocolo desarrollado en nuestro laboratorio (Rodriguez-
Casuriaga et al., 2009). Brevemente, los trozos de testiculo se colocaron dentro de una
unidad disgregadora (Medicon, BD) junto con 1 mL de PBS y se homogeneizaron durante 1
min. El homogenizado fue filtrado sucesivamente con Filcons (BD) y malla de nylon con 50
pum y 25 um de didmetro de poro, respectivamente. Se estimd la cantidad de células
obtenidas por conteo en camara Neubauer y se ajusto la concentracién a 1,5 - 2 x10° células

por tubo.
Inmunocitoquimica

Este protocolo fue adaptado por nosotros a partir del protocolo Flow Cytometry
Protocol for Intracellular Staining Using Conjugated Secondary Antibodies, obtenido de

http://www.enogene.com/articleview.php?id=30. Brevemente, se retird el PBS de las células

por centrifugacién a 500 g durante 5 min. a 42C. Las células se fijaron resuspendiendo el
precipitado suavemente en 200 uL de PFA al 4% (preparado fresco) en PBS. Se incubaron
durante 15 min. a temperatura ambiente y se lavaron 2 veces en PBS centrifugando 5 min. a
500 g y a 49C cada vez, y eliminando el sobrenadante. Las células fueron resuspendidas en
100 pL de PBS, y se permeabilizaron agregando 9 volimenes de metanol frio. Se mezcld
suavemente por inversién y las células se incubaron 30 min. a -2092C. A continuacion se
lavaron 2 veces en PBS, centrifugando a 500 g (5 min.) a 4°C. Las células fueron
resuspendidas en solucién de bloqueo (BSA 1% en PBS) y se incubaron durante 20 min. a
temperatura ambiente. Se agregd el anticuerpo primario anti-Mtch2 comercial (Sigma,
SAAB3500013) a una dilucién final de 1:100, y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se removid el excedente de anticuerpo lavando en solucién de bloqueo (2x),
centrifugando a 500 g (5 min.) a 42C. A continuacion se resuspendieron las células en 100 pL
de solucién de bloqueo conteniendo el anticuerpo secundario protegido de la luz y se incubd

por 30 min. a temperatura ambiente antes de remover el excedente mediante una
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centrifugacién de 5 min. (500 g, 42C) y eliminando el sobrenadante. Por ultimo se
resuspendieron las células en 500 uL de PBS, y el ADN se tifié con ioduro de propidio (IP, 50

pug/mL) durante 10 min. protegido de la luz.
Mediciones citométricas

Para realizar las mediciones citoldgicas y de fluorescencia se utilizé un citémetro de
flujo con clasificador celular FACSVantage (BD) equipado con un laser de argén con emisién a
488 nm, (Coherent, Innova 304) y un sistema de enfriamiento por circulacidon de agua. La
intensidad del laser fue fijada en 100 mW. La fluorescencia de IP fue colectada en FL2
utilizando un filtro de banda de 575/26, mientras que la fluorescencia verde

(correspondiente a Mtch2) fue colectada en FL1, utilizando un filtro de banda 530/30.

Se utilizé el Kit DNA QC Particles (BD) para optimizar la deteccién de fluorescencia,
verificar la linealidad del equipo y permitir la discriminacion de dobletes. Se empled el
programa CELLQuest (BD) para el analisis de los siguientes parametros: dispersiéon frontal
(FSC-H), dispersiéon lateral (SSC-H), e intensidad total de fluorescencia (FL1 y FL2). Se
realizaron histogramas en donde se graficaron intensidad de fluorescencia de IP vs cantidad
de eventos, intensidad de fluorescencia de IP vs intensidad de fluorescencia de Mtch2 e

intensidad de fluorescencia de Mtch2 vs cantidad de eventos.
3.7 Ensayos de Hipertermia Moderada

El tratamiento experimental de hipertermia moderada fue adaptado del trabajo del
grupo de Lue y colaboradores (Lue et al., 1999; Sinha Hikim et al., 2003), utilizdndo para
estos ensayos un bafo de agua termostatizado. Cuatro ratas macho de 50 dpp fueron
expuestas a hipertermia moderada de 422C durante 15 min., mientras que cuatro ratas
macho de la misma edad (grupo control) fueron expuestas a una temperatura de 232C. Las
ratas fueron previamente anestesiadas utilizando una dosis de pentobarbital sdédico (40
mg/kg peso) segun la bibliografia citada, e introducidas en el bafio desde la cintura hasta la
cola, manteniéndose los torsos y cabezas fuera del bafio (con el bafio regulado a 422C 6 23
9C, segun se tratase del grupo tratado o control). Se les permitié recuperarse de la anestesia
a temperatura ambiente y se sacrificaron segun lo establecido por la CHEA a tiempos de 30
min., 60 min., 3 horas y 6 horas (un individuo sometido a hipertermia y un individuo control

a cada tiempo) postratamiento, con sobredosis de pentobarbital sddico y dislocacion

47



Materiales y Métodos

cervical. Los testiculos fueron disecados para la realizacidon de anadlisis por Western blot y
cortes histoldgicos para ensayos de inmunohistoquimica y TUNEL, segun las metodologias

descritas en las secciones 3.4y 3.5.
3.8 Analisis de Secuencias y Estudios Estadisticos

Todas las secuencias obtenidas fueron en primera instancia editadas utilizando el
programa “Bioedit Sequence Alignment Editor” (North Carolina State University, U.S.A.). La
secuencia del gen y de la proteina Mtch2 de la rata fueron obtenidas de la pagina ensembl

(http://www.ensembl.org; ENSRNOT00000011846), y los alineamientos se realizaron

mediante el programa blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), empleando la

herramienta “blast-two-sequences”. El programa online RegRNA (Huang et al., 2006;

http://regrna.mbc.nctu.edu.tw/) se utilizd para la busqueda de secuencias regulatorias a

nivel de regiones UTR.

Por su parte, los analisis estadisticos efectuados en esta tesis se realizaron mediante
ANOVA de una via, utilizando el programa PAST versién 2.17 (Hammer et al., 2001), y

asumiendo un valor estandar de p= 0,05.
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4.1 Estudios de expresion del gen Mtch2 y caracterizacion de la secuencia

codificante en el testiculo de la rata
RT-PCR a alto nimero de ciclos

Como se sefialé anteriormente, Mtch2 habia surgido de un experimento de mRNA
Differential Display como un gen expresado diferencialmente en las células en profase
meidtica (espermatocitos paquiténicos) en comparacién con las células posmeidticas
(espermatidas redondas) de la rata. Por otra parte, experimentos de RT-PCR a bajo niumero
de ciclos (semicuantitativos) confirmaron dicho patron de expresién, a la vez que indicaron
gue se trataria de un gen diferencialmente expresado en el testiculo en relacién a otros
organos de la rata (incluidos epididimo y ovario), y en el testiculo adulto en relacion al
testiculo de neonatos. En tal sentido, debe tenerse en cuenta que en las reacciones de RT-
PCR semicuantitativo se logré observar una intensa banda producto de amplificacién en los
espermatocitos (e incluso en espermatidas y testiculo total de adulto) con sélo 18 ciclos de
amplificacidn (figura 1.4). Ello nos sugiere que el ARNm de Mtch2 es muy abundante en el

testiculo, particularmente en las células meidticas.

Cuando se aumento el niumero de ciclos de PCR de 18 a 40 se observé amplificacion
de Mtch2 en todas las muestras analizadas (figura 4.1). Esto indica que, Mtch2 se expresa en
todos los tejidos analizados, y que las cantidades de producto obtenido se equiparan al
efectuarse 40 ciclos de amplificacién, condiciones en que se pierde la proporcionalidad (si
bien aun en estas condiciones la banda que se aprecia es mas intensa en testiculo adulto).
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por otros autores (Yerushalmi et al.,
2002; Yu et al., 2008; Willer et al., 2009; Kulyté et al., 2011), indicando que Mtch2 es
transcripto en varios tejidos, pero muestran que las cantidades de transcripto de este gen en
el testiculo, y en particular en las células en profase meidtica, serian abrumadoramente mas

elevadas.
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Figura 4.1. Mtch2 se expresa en todos los tipos celulares y tejidos analizados cuando estudiamos su
expresion a alto niumero de ciclos. Electroforesis en gel de agarosa en que se migraron los productos de PCR
de Mtch2 a 40 ciclos de amplificacion, tefiidos con bromuro de etidio. M- marcador de peso molecular
(GeneRuler™100 bp “DNA Ladder”: Fermentas), EP- espermatocitos paquiténicos, ER- espermatidas redondas,
TA- testiculo adulto (40 dpp), TN- testiculo de neonato (1 dpp), E- epididimo, O- ovario, Ce- cerebro, H- higado,
R- rifidn, B- bazo, P- pulmédn, Co- corazén, ID- intestino delgado y C-- control negativo. Con la flecha negra se
indica el producto de amplificacion de 183 pb del extremo 3" de Mtch2.

Rastreo en genoteca de espermatocitos paquiténicos del ADNc completo de Mtch2

Como hemos mencionado, la expresion diferencial de genes es un evento
ampliamente distribuido a nivel del testiculo de los mamiferos (ver Introduccién). Con la
finalidad de determinar la secuencia completa del transcripto de Mtch2 expresado en el
testiculo, la secuencia obtenida a partir de los experimentos de “ARNm differential display”,
correspondiente a parte de la region UTR 3'de Mtch2, se empled como sonda para el rastreo
de una genoteca de ADNc de espermatocitos paquiténicos de rata. De este modo, se
esperaba determinar si el ARNm expresado en este tejido era idéntico a las secuencias

presentes en el Genbank, o si se trataba de variantes (isoformas) especificas de testiculo.

Como primera aproximacién se investigd la presencia en la genoteca de clones
conteniendo la secuencia de Mtch2. Esto se realizé efectuando PCR a partir de diferentes
diluciones de la genoteca. Se observé amplificacién incluso cuando 250.000 ufp fueron

utilizadas como molde (figura 4.2).

Ademas de confirmar la presencia del transcripto de interés en la genoteca, la
amplificacién de Mtch2 a partir de la misma nos dio una nocién de la cantidad de ufp que
tendriamos que plaquear para aumentar las probabilidades de identificar exitosamente

clones conteniendo un ADNc correspondiente a nuestro transcripto de interés.
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Figura 4.2. La secuencia correspondiente a la region 3"'UTR de Mtch2 se encuentra presente en la genoteca.
Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificacién por PCR de parte de la secuencia de Mtch2. M-
marcador de peso molecular (Lambda Hindlll), C-- control negativo. En los carriles siguientes se indican las
distintas cantidades de ufp utilizadas como molde para la reaccién de PCR en cada caso. Con la flecha negra se
indica el producto de amplificacion de 183 pb de Mtch2.

Basado en los resultados anteriores, se plaquearon en principio 2,5x10° ufp para el
rastreo primario, esperando obtener clones positivos, de modo de aumentar las chances de
lograr una cobertura total del ADNc. Se cortaron del agar 11 playas de lisis que dieron
positivas durante la primera ronda de rastreo, y se realizaron 2 rondas sucesivas de
purificacion de las playas positivas con la finalidad de analizar clones puros. Se finalizé el
rastreo de cada clon al observarse sefial positiva en todas las playas de lisis. Un ejemplo del
modo como se procedié con este rastreo se muestra en la figura 4.3 para dos de los clones
purificados. Una vez alcanzada la pureza total de los clones aislados se prosiguidé con la

escision in vivo (ver Materiales y Métodos) con la finalidad de liberar los fagémidos.

PRIMERA RONDA SEGUNDA RONDA TERCERA RONDA

PLACAA [

PLACABYR

Figura 4.3. Sucesivas rondas de rastreo permitieron aislar clones puros. Purificacion de playas de lisis positivas
para Mtch2 de la genoteca de ADNc de espermatocitos paquiténicos de rata. En las filas superior e inferior se
observan 2 ejemplos de 3 rondas de purificacion. Las puntas de flecha sefialan aquellas playas de lisis
seleccionadas para su purificacion.
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Como resultado de la escision in vivo se obtuvieron los plasmidos puros,
correspondientes a las 11 playas de lisis seleccionadas en la ronda primaria de rastreo, los
gue fueron analizados para la presencia de insertos por digestién con enzimas de restriccion.
Las digestiones permitieron liberar insertos en un rango de tamafios de 400 a alrededor de

2200 pb (figura 4.4.A).

Se secuenciaron finalmente los 11 clones (ver Anexo), y las secuencias obtenidas se
compararon con la informacién disponible sobre Mtch2 en la base de datos Ensembl
(ENSRNOT00000011846). De los 11 clones estudiados, el 1 y 2 resultaron idénticos entre si.
Todos los clones presentaban homologia de secuencia con Mtch2. Del total de clones
estudiados, sélo el nimero 11 se extendid lo suficiente en sentido 3’- 5'como para abarcar el
total de la regidn codificante de Mtch2, incluyendo 18 pb de la regiéon 5°UTR (figura 4.4.B;
ignoramos hasta donde se extiende el clon 9, dado que fue el Unico que sdlo se secuencid

parcialmente).

Unicamente el clon 9 presentd identidad con las tltimas bases presentes en la regién
3’UTR de la forma candnica, en tanto los 9 clones restantes cubrieron Unicamente 116 pb
downstream del coddn stop ya descrito (figura 4.4.B), presentando a continuacién la cola de
poli A, lo que indica la existencia de una isoforma de Mtch2 procesada con un 3" UTR mas
corto que el descrito para la forma candnica. El analisis de las secuencias muestra la
existencia de un posible sitio de poliadenilacidon alternativo “TATACA” (Edwalds-Gilbert et al.,
1997), entre las posiciones 1053 y 1059, que podria dar origen a este transcripto de menor

tamano.

En suma, en espermatocitos paquiténicos de rata adulta joven se expresarian dos
variantes del gen Mtch2, la forma cldsica o candnica y un transcripto que a pesar de no
presentar diferencias a nivel codificante presenta una regiéon 3" UTR 1233 b mas corta que la

descrita (figura 4.5.C; ver Anexo).
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Figura 4.4. En espermatocitos paquiténicos de rata, Mtch2 expresa tanto la forma candnica del ARNm como
una variante transcripcional con una regién 3’'UTR mas corta. A. Tabla resumiendo los tamafios de los insertos
contenidos en los fagémidos aislados. B. Representacion grafica de la cobertura de los distintos clones
obtenidos y secuenciados. En rojo en la parte superior de la imagen se representa la secuencia candnica del
ARNm de Mtch2 previamente descrito. En amarillo se indica la regién con homologia a la sonda empleada. En
la parte inferior se aprecia la cobertura de los diferentes clones aislados durante el rastreo de Mtch2 en la
genoteca de espermatocitos paquiténicos. C. Arriba representacion esquematica de Mtch2 candnica e isoforma
paquiténica abajo. En azul se representa la secuencia codificante mientras que en verde se representa la region
5'UTR y en rojo la regién 3" UTR. La linea amarilla indica la regién que presenta homologia con la sonda
empleada en el rastreo. Las lineas punteadas representan regiones que no fueron secuenciadas pero que
deben estar presentes.

4.2 Patron de expresion de la proteina Mtch2
Estudios de expresion de la proteina Mtch2en distintos tejidos de la rata

Tras haber estudiado el patron de expresién del gen Mtch2 en la rata, se procedié a

estudiar su perfil de expresién proteica. Como primer paso nos propusimos evaluar la
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especificidad de un anticuerpo anti-Mtch2 generado contra una mezcla de péptidos
producidos a partir de la secuencia de Mtch2 humana (Yerushalmi et al., 2002), cedido por el
profesor Atan Gross, del Instituto Weizmann, y que funcionaba en ratén pero aun no habia
sido testado en rata. A tales efectos, se efectué un ensayo de Western blot con dicho
anticuerpo, empleando un lisado total de testiculo adulto de rata de 40 dpp. Como controles
positivo y negativo respectivamente, se cargaron extractos proteicos de fraccionamientos
subcelulares enriquecidos en mitocondrias de higado pertenecientes a ratones WT y KO para
el gen Mtch2 (cedidos por Gross). Como se aprecia en la figura 4.5.A, se observé como era
esperable una banda en el carril correspondiente a mitocondrias de higado del ratén WT,
pero no en el caso de mitocondrias aisladas del individuo KO. Con respecto al carril
correspondiente al lisado total de testiculo de rata, el anticuerpo detecté una banda con una
migracion relativa por encima de 30 kDa, en concordancia con el peso molecular predicho
para Mtch2 en esa especie (= 34 kDa), y muy similar al tamafio de Mtch2 de ratén

(Yerushalmi et al., 2002; Grinberg et al., 2005; Zaltsman et al., 2010).

A
Testiculo Higado WT Higado KO Testiculo Higado KO

40 = e i ‘ P 40 =—
30 =] ' v 30—’

Figura 4.5. Mtch2 se expresa en el testiculo adulto de la rata de 40 dpp. A. Western blot de la proteina Mtch2

con anticuerpo desarrollado y cedido por A. Gross. Carril 1- 10 pg de proteina de lisado total de testiculo de 40
dpp, carril 2— 50 pg de proteina de fraccién mitocondrial obtenida a partir de ratones WT (Zaltsman et al.,
2010) y carril 3— 50 ug de proteina de fraccién mitocondrial obtenida a partir de ratones KO Mtch2”" (zaltsman
et al., 2010). B. Western blot de la proteina Mtch2 con anticuerpo comercial (Sigma, SAAB3500013). Carril 1—
50 ug de proteina de lisado total de testiculo de 40 dpp, carril 2— 50 ug de proteina de fraccién mitocondrial
obtenida a partir de ratones KO Mtch2” (zaltsman et al., 2010). A la izquierda de ambas figuras se consignan
los pesos moleculares (kDa) de las bandas del marcador de peso molecular (P(J/geRulerTM Protein Ladder,
Fermentas).

En primer lugar podemos concluir que el anticuerpo disefiado contra Mtch2 humana
es capaz de reconocer a la proteina homdloga de rata. En segundo lugar, este resultado
aporta la primera evidencia sobre la expresidon de la proteina Mtch2 en el testiculo. Por otra
parte, este resultado sugiere que Mtch2 seria abundante en el testiculo ya que no se habia
logrado nunca inmunolocalizar la proteina a partir de extractos totales de higado u otro de
los tejidos analizados, habiéndose debido recurrir por ello a la utilizacion de fracciones

mitocondriales purificadas (Yerushalmi et al., 2002; Grinberg et al., 2005; Zaltsman et al.,
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2010; Kulyté et al., 2011). En cambio, en el testiculo se identifica claramente una banda a

partir de tan sélo 10 ug de proteina de lisado total del tejido (figura 4.5.A).

Sin embargo, dado que el anticuerpo en cuestién no era capaz de reconocer a su
proteina blanco en ensayos de inmunohistoquimica, es decir en su forma nativa (A. Gross,
comunicacion personal), se recurrié también a la utilizacién de un anticuerpo comercial anti-
Mtch2 (ver Materiales y Métodos). A los efectos de validar los resultados obtenidos con
ambos anticuerpos, se procedio a repetir el experimento de Western blot con el anticuerpo
comercial. Como se aprecia en la figura 4.5.B, se observa una banda a la altura esperada,
indicdndonos que el anticuerpo comercial es capaz de reconocer la misma, Unica banda de
Mtch2 de manera especifica. La diferencia en la intensidad de la banda obtenida obedece a
que en el gel de la figura 4.5.B se cargd cinco veces mas proteina que en el de la figura 4.5.A,

como se explica al pie de la misma.

En conclusién, ambos anticuerpos reconocieron una banda de idéntico tamafio,
asegurando la especificidad de la interacciéon antigeno-anticuerpo al evaluar los resultados
subsiguientes. A partir de este resultado, se utilizaron ambos anticuerpos indistintamente
para los ensayos de Western blot, en tanto para los experimentos de inmunohistoquimica se

empled el anticuerpo comercial.

A continuacién se procedié a comparar la expresidon de Mtch2 en el testiculo con la
observada en otros tejidos. A tales efectos, se realizaron experimentos de Western blot en
los que se incluyeron cantidades equivalentes de lisados proteicos de rata macho de 40 dpp
de cerebro, higado, epididimo, intestino delgado, pulmdn y rifidn, junto con un lisado de
testiculo. La banda de 34 kDa reactiva con el anticuerpo anti-Mtch2 se detectd Unicamente
en el lisado total de testiculo (figura 4.6.A). Por otra parte, el control de B-actina empleado
corrobord la presencia de cantidades comparables de lisado proteico en todos los carriles. A
mayores tiempos de exposicidon se observé una banda correspondiente al anticuerpo anti-
Mtch2 en tejidos como higado y cerebro, manteniéndose la diferencia cuantitativa a favor

del testiculo (datos no mostrados).

En conjunto, estos resultados indican que Mtch2 se expresa en mayor grado en el
testiculo de la rata respecto a otros 6rganos, en concordancia con los resultados observados

a nivel de ARNm en la RT-PCR semicuantitativa de Mtch2 mostrados previamente.
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Figura 4.6. Mtch2 se expresa en el testiculo adulto de 40 dpp a mayores niveles que en otros tejidos. A.
Western blot con anticuerpo anti-Mtch2 contra lisados proteicos de varios tejidos de rata de 40 dpp. Ce—
cerebro, H- higado, E— epididimo, ID— intestino delgado, P— pulmdn, R- rifidén y T- testiculo. B. Western blot con
anticuerpo anti B-actina contra las mismas muestras, como control de carga. A la izquierda de ambas figuras se
consignan los pesos moleculares (kDa) de las bandas del marcador de peso molecular (PageRuIerTM Protein

Ladder, Fermentas).

La presencia de la proteina Mtch2 en distintos tejidos se estudié también por
inmunohistoquimica al microscopio confocal de fluorescencia, en criosecciones de tejido de

10 um de espesor.

Mtch2 DAPI SUPERPOSICION

Figura 4.7. Mtch2 se localiza a nivel del citoplasma, presentando mayores niveles de expresién en el testiculo
respecto al cerebro y al higado de la rata adulta. Ce- cerebro, H- higado y T— testiculo. Primera columna-
inmunofluorescencia de Mtch2 (verde), segunda columna- tincidon nuclear con DAPI (azul) y tercera columna-
superposicion de imagenes. Barra de escala: 50 micrémetros.
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Los analisis de inmunohistoquimica mostraron mayor presencia del antigeno en los
cortes de testiculo respecto a cerebro e higado (figura 4.7), en concordancia con los
resultados obtenidos por Western blot, y también con los antecedentes observados a nivel
de ARNm. Por otra parte, en los tres tejidos se observa que el antigeno es de localizacidon

citoplasmica, como seria esperable para una proteina mitocondrial.
Mtch2 en el testiculo, ;es de localizacion mitocondrial?

Como se menciond anteriormente (ver Introduccién, seccién 1.2), no son
infrecuentes los casos en los que proteinas con una determinada funcién en las células
somaticas sean reclutadas en el testiculo para desempenar una funcion diferente, incluso
localizdndose en un compartimento celular diferente (revisado por Geisinger, 2008). Por ese
motivo, nos propusimos averiguar si Mtch2 en el testiculo se localizaba en la mitocondria, al
igual que lo descrito para otros tejidos y tipos celulares (Yerushalmi et al., 2002; Grinberg et
al., 2005; Zaltsman et al., 2010). Para ello se co-localizdé a Mtch2 con una sonda especifica
Mitotracker Red 580 (MTR580) para la marcacién de mitocondrias, en cortes de testiculo de

ratas de 40 dpp.

MTR580 Mtch2 DAPI SUPERPOSICION
| . . . .
| . . . -

Figura 4.8. En el testiculo de la rata la sefial de Mtch2 co-localiza con la sonda Mitotracker Red 580 (MTR580).
Inmunohistoquimica de testiculo de rata de 40 dpp. A. Imagen a menor aumento. B. Detalle a mayor aumento.
Primera columna - MTR580 (en rojo), segunda columna - Mtch2 (en verde), tercera columna - tincién nuclear
con DAPI (en azul) y cuarta columna- superposicién de imagenes. Barra de escala: en A corresponde a 50
micrometros, en B a 20 micrometros.
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Como se observa en la figura 4.8, la sonda MTR580 emite una sefial de localizacién
citoplasmatica, con un perfil punteado. Al realizar la superposicidon de las sefiales, se puede
apreciar que MTR580 y Mtch2 colocalizan. Por lo tanto, podemos concluir que en el testiculo

Mtch2 se localiza a nivel mitocondrial.

Caracterizacion de la expresion de Mtch2 durante el desarrollo posnatal del

testiculo de la rata

Con el objeto de evaluar el perfil de expresion a lo largo del desarrollo de la linea
germinal masculina, se estudid la expresion de Mtch2 a través de las distintas etapas del
desarrollo posnatal del testiculo de la rata mediante ensayos de Western blot e

inmunohistoquimica al microscopio confocal de fluorescencia.

T13 T18 T21 T32 T40 T60

Mtch2

B T13 T18 T21 T32 T40 T60

f3 actina

Figura 4.9. Mtch2 presenta mayores niveles de expresion en el testiculo adulto respecto a etapas previas del
desarrollo. A. Western blot de la proteina Mtch2. T13- lisado de testiculo de 13 dpp, T18- lisado de testiculo de
18 dpp, T21- lisado de testiculo de 21 dpp, T32- lisado de testiculo de 32 dpp, T40- lisado de testiculo de 40 dpp
y T60- lisado de testiculo de 60 dpp. B. Western blot de la proteina B-actina contra las mismas muestras, como
control de carga. A la izquierda de la figura se consignan los pesos moleculares (kDa) de las bandas del
marcador de peso molecular (PageRulerTM Protein Ladder, Fermentas) que migran a altura similar.

Los experimentos de Western blot detectaron la banda de 34 kDa en lisados totales
de testiculo de rata adulta (40 y 60 dpp) y no en otras edades estudiadas (figura 4.9). Dado
gue los niveles de B-actina detectados en todos los carriles son similares, podemos afirmar
que la expresidon de Mtch2 en el testiculo de rata aumenta con la edad del individuo. Mtch2
se expresa a mayores niveles en el testiculo adulto en relacion a etapas previas del
desarrollo posnatal, y en el testiculo de rata adulta (60 dpp) que en el de ratas adultas
jovenes (40 dpp). Vale aclarar que a mayores tiempos de exposicion se detectd la banda en
lisado total de testiculo de edades previas, siempre manteniéndose las diferencias

cuantitativas aqui descritas (datos no mostrados).

El estudio de la expresion de Mtch2 a lo largo de distintas etapas clave en el

desarrollo postnatal del testiculo de la rata por inmunolocalizacién sobre cortes histolégicos,
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se realizé empleando cortes de individuos de las mismas edades que los utilizados en los
experimentos de Western blot, e incluyendo ademas cortes de testiculo de animales de 7

dpp (figura 4.10).

Mtch2 DAPI SUPERPOSICION

7 dpp

- . .
- . .
- . .
40 dpp

Figura 4.10. Mtch2 presenta mayores niveles de expresion en el testiculo adulto respecto a etapas previas
del desarrollo. Inmunohistoquimica sobre cortes de testiculo de rata. A la izquierda de cada fila se consignan
las edades de los individuos utilizados en cada caso (7, 13, 18, 32 y 40 dpp). Primera columna -
inmunofluorescencia de Mtch2 (verde), segunda columna - tincidn nuclear con DAPI (azul), tercera columna -
superposicion de imagenes. Barra de escala: 50 micrémetros.
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En el testiculo de 7 dpp, donde aun no se ha iniciado la meiosis y los cordones
seminiferos estan compuestos exclusivamente por espermatogonias y células somaticas, no
detectamos la presencia de Mtch2, mientras que en el testiculo de 13 dpp (inicio de la
meiosis) comienza a visualizarse una débil sefial para el anticuerpo anti-Mtch2. Esta sefial se

mantiene a niveles aparentemente similares al menos hasta los 32 dpp.

En el testiculo adulto (40 dpp) la sefal es evidentemente mds intensa respecto a
etapas previas del desarrollo (figura 4.10), nuevamente indicando que la expresion de la
proteina Mtch2 aumenta al alcanzarse la adultez. Esto concuerda con los resultados
observados mediante la técnica de Western blot. A su vez, es coherente con los analisis de
RT-PCR semicuantitativa, que permitieron detectar el ARNm de Mtch2 en testiculo adulto

pero no en testiculo de individuos neonatos.

En la figura 4.11 se observan a mayor aumento secciones de tubulos/cordones de
algunas de las edades estudiadas. Se aprecia con claridad el aumento en los niveles de

Mtch2 en el testiculo de individuos de 40 dpp.

Mtch2 DAPI SUPERPOSICION

Figura 4.11. Observacion del patron de expresion de Mtch2 en testiculo de ratas de diferentes edades,
observado a mayor aumento. A la izquierda de cada fila se consignan las edades de los individuos utilizados en
cada caso (18, 32 y 40 dpp). Primera columna- inmunofluorescencia de Mtch2 (verde), segunda columna -
tincién nuclear con DAPI (azul), tercera columna - superposicion de imagenes. G- espermatogonia, C-
espermatocito, TR- espermatida redonda y TE- espermatida elongada. Barra de escala: 20 micrémetros.

18 dpp

32 dpp

40 dpp
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Por otra parte, parece evidenciarse sefial para Mtch2 en todos los tipos celulares, en
las diferentes edades estudiadas. En tal sentido, si bien en algunos cortes parecié observarse
que la sefial era mas intensa a nivel de los espermatocitos (por ejemplo, véase la imagen de
18 dpp de la figura 4.11), los estudios de inmunohistoquimica no resultan concluyentes al

respecto.

Estudios de localizacion de Mtch2 en diferentes estadios del ciclo del epitelio

seminifero

Como resultado del andlisis de numerosas imagenes obtenidas en cortes de
testiculo adulto (40-60 dpp), se detectdé la existencia de diferencias en la distribucion e
intensidad de fluorescencia de Mtch2 en diferentes tubulos observados. Esto nos llevd a
analizar la posibilidad de que existieran diferencias en cuanto a la expresion y distribucién de
Mtch2 entre distintas asociaciones celulares del epitelio seminifero, por lo que se procedié a
identificar tubulos en diferentes estadios del epitelio y se describio la expresién de Mtch2 en

ellos.

Como se aprecia en la figura 4.12, en los estadios Il-lll se pueden identificar tanto
espermatogonias como espermatocitos, espermatidas redondas y elongadas. La forma vy
posicidn de las espermatidas elongadas nos permiten diferenciar estos estadios de estadios
de los posteriores ya que sus nucleos se encuentran préximos a la luz del tibulo y su ADN

aun no ha alcanzado el maximo estado de compactacién.

En los estadios IV-V, al igual que en los anteriormente descritos, se observan
espermatogonias, espermatocitos, espermatidas redondas y elongadas, pero los nucleos de
las espermatidas elongadas presentan un mayor nivel de compactacién de la cromatina que
en estadios previos. A su vez, estas espermatidas elongadas se localizan en una posicion mas
cercana a la membrana basal (mas alejadas de la luz) respecto a etapas anteriores, en
concordancia con los eventos finales que ocurren durante la espermiacién (ver Russel et al.,

1990).

Con respecto a los estadios X-XI, éstos se caracterizan por la ausencia de
espermatidas redondas y la presencia de espermatidas elongadas en sus primeros pasos de
diferenciacién (etapas 10 y 11 de la espermiogénesis). Los nucleos de estas espermatidas
son diferenciables debido a que si bien no son redondos, aun no han adquirido la forma

cldsica de “coma” que se observa en etapas posteriores de la espermiogénesis. Esta

61



Resultados

particularidad, junto con la ausencia de espermatidas redondas y la presencia de

espermatocitos con nucleos grandes nos permitieron reconocer estos estadios.

Mtch2 DAPI SUPERPOSICION
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Figura 4.12. Mtch2 presenta diferentes perfiles de expresion en distintas asociaciones celulares del epitelio
seminifero. Inmunohistoquimica de testiculo de rata adulta. Se observan, de arriba hacia abajo: estadios II-lll,
estadios IV-V, estadios X-XI y estadios XII-XIIl. Primera columna - Mtch2 (en verde), segunda columna - tincion
nuclear con DAPI (en azul), tercera columna -superposicion de imagenes. En la segunda fila se muestra dentro
de un recuadro al detalle la presencia del antigeno a nivel de la pieza media de las espermatidas. Barra de
escala: 20 micrémetros. Barra dentro del recuadro: 10 micrémetros. A la derecha de las inmunofluorescencias
se muestran tinciones con hematoxilina-eosina y esquemas de las asociaciones celulares de rata
correspondientes, en cada caso, junto con la duracidn aproximada de cada una en horas. Los estadios X-XI
estdn enmarcados en rojo para sefialar el momento aproximado en el que los espermatocitos leptoténicos
atraviesan la barrera hematotesticular para entrar al compartimento adluminal. En estos esquemas PL sefala
los espermatocitos preleptoténicos, L los espermatocitos leptoténicos, Z los espermatocitos cigoténicos, P los
espermatocitos paquiténicos y D los espermatocitos diploténicos (modificado de Mruck et al., 2008).
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Por dultimo, los estadios XlI-XIll, al igual que los estadios X-XI, carecen de
espermadtidas redondas, una caracteristica que hace a estos tubulos facilmente
identificables. Estos estadios constan claramente de dos hileras de espermatocitos, unos
mas periféricos con nucleo mas pequefio (probablemente espermatocitos cigoténicos), y
otros mas centrales y de mayor tamafio (seguramente espermatocitos paquiténicos o
diploténicos). Ademds de las caracteristicas morfoldgicas ya expuestas, los estadios XII-XIlI
fueron determinados en base a la morfologia de los nucleos de las espermatidas elongadas,

gue van adquiriendo su cldsica forma de “coma”.

Si analizamos la distribucion de Mtch2 en cada una de las asociaciones de células
germinales se pueden observar diferencias en cuanto a la cantidad de antigeno presente,
siendo ésta mayor en los estadios X-XIll en relacion a los estadios 1I-V aqui identificados. Esta
diferencia en los niveles de Mtch2 entre estadios, que se aprecia claramente en la figura

4.12, fue consistente en todos los cortes analizados.

El antigeno en tubulos en estadio IV-V puede ser detectado en todos los tipos de
células germinales presentes, tanto en espermatogonias, como en espermatocitos y
espermatidas redondas. Es mas, si observamos las espermatidas elongadas presentes en
esta asociacidén celular (ultimas etapas del proceso de espermiogénesis), podemos notar que
Mtch2 se localiza a nivel de la pieza media de la espermatida en elongacidn (figura 4.12, fila

2, recuadro a mayor aumento).

Mas allad de las observaciones anteriormente descritas, como hemos mencionado, a
nivel global parece detectarse sefal para Mtch2 en todos los tipos celulares presentes en los

diferentes estadios.

Analisis de la expresion testicular de Mtch2 en los distintos tipos celulares

Como hemos visto, al analizar los resultados de inmunofluorescencia encontramos
que en el testiculo adulto se encontraron altas concentraciones del antigeno respecto a
etapas previas del desarrollo, y a su vez se encontraron diferencias entre distintos estadios
del epitelio seminifero. Ademads, se demostrd que los niveles de expresion de la proteina
Mtch2 en el testiculo eran mayores que en otros tejidos, reproduciendo a nivel proteico lo
previamente observado a nivel de ARNm. Sin embargo, las observaciones realizadas hasta el
momento no permitian determinar si las diferencias cuantitativas observadas a nivel de la

expresion del ARNm de Mtch2 entre espermatocitos paquiténicos y espermatidas redondas
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se mantenian a nivel proteico. Si bien algunas observaciones de inmunofluorescencia en
cortes sugerian una mayor concentracion de Mtch2 en los espermatocitos (a modo de

ejemplo, ver figura 4.11, 18 dpp), los resultados no eran concluyentes.

Como aproximacion para identificar las células meidticas y posmeidticas se
diferenciaron las células presentes en el testiculo por su contenido de ADN, mediante
citometria de flujo esta tincién permite distinguir 3 poblaciones celulares en el testiculo, con
distintos contenidos de ADN: C, 2C y 4C (figura 4.13). La poblacién C esta formada por
espermatidas (haploides), tanto redondas como elongadas. La poblacion 2C estd conformada
por células somaticas y espermatogonias y, en menor proporcidn espermatocitos
secundarios, mientras que la poblacion 4C estd constituida por espermatocitos primarios y
en menor medida células somaticas en fase G2 (Malkov et al.,, 1998). Normalmente los
espermatozoides se visualizan como un pico sub-haploide, resultado del alto grado de

compactacién que tiene la cromatina en este tipo de células (Zante et al., 1977).

Como se aprecia en la figura 4.13, las poblaciones celulares en el testiculo de rata
de 40 dpp muestran las siguientes proporciones: C: 72%, 2C: 17% y 4C: 11%, similares a lo
observado por Malcov et al. (1998). Los datos citométricos indican que bajo nuestras
condiciones experimentales el ADN se tifie de manera eficiente, conservando la relacién
estequiométrica entre los picos C, 2C y 4C. No se discrimina aun claramente un pico sub-
haploide dado que, por lo visto, este individuo no poseia la madurez sexual suficiente como

para presentar una cantidad notoria de espermatozoides.

C,72%

NUMERO DE EVENTOS

4C,11%
al
o iR

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA IP

Figura 4.13. El testiculo adulto de la rata presenta 3 poblaciones con contenido de ADN diferente. Tincion de
suspension celular de testiculo de 40 dpp con IP. Histograma en el que se representa intensidad de
fluorescencia del IP vs cantidad de eventos. Los porcentajes relativos de las poblaciones celulares testiculares
C, 2Cy 4C estan indicados dentro del histograma.

Mediante el uso de un citdmetro FACS-Vantage se determind la intensidad de

fluorescencia roja y verde de cada evento o célula, siendo estos datos un reflejo del
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contenido de ADN y de la concentracion de antigeno Mtch2, respectivamente. Como control
experimental un grupo de células no fue expuesto al anticuerpo primario, y este control nos
permitio establecer los niveles de fluorescencia intrinseca de las propias células, haciendo

posible de esta manera cuantificar los niveles del antigeno.

Como se observa en la figura 4.14, el experimento permitié diferenciar tres
poblaciones, con contenidos de ADN C, 2C y 4C. A su vez, los niveles de fluorescencia del
control son claramente inferiores a los de las células que fueron expuestas al anticuerpo
primario anti-Mtch2, por lo que podemos adjudicar la sefal detectada en dichas

suspensiones celulares a la fluorescencia emitida como consecuencia de la deteccién de

Mtch2.
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Figura 4.14. Inmunodeteccion de la expresion de Mtch2 en suspension de células de testiculo adulto
mediante citometria de flujo. Inmunocitoquimica contra Mtch2 en suspension celular de testiculo de 40 dpp
tefiida con IP. En la primera fila se observa la deteccion de Mtch2 mientras que la segunda fila representa el
control experimental en el que no se incluyd anticuerpo primario. En los 6 histogramas se representa
intensidad de fluorescencia del IP vs intensidad de fluorescencia de Mtch2 . La primera columna representa la
poblacién de células con contenido de ADN C, la segunda 2C y la tercera 4C. En la parte superior de cada
histograma se indica el porcentaje correspondiente a esa poblacion, del total de eventos analizados. En cada
histograma se encuentran enmarcados dentro de recuadros aquellos eventos que emiten fluorescencia como
resultado de la deteccién de Mtch2 (rojo para la poblacidon C, verde para la poblacidén 2C y violeta para la
poblacién 4C), y se indica qué porcentaje del total de eventos representa.
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Para poder establecer diferencias cuantitativas en los niveles de expresion de Mtch2
entre las distintas poblaciones, se determind la intensidad de fluorescencia media de
aquellos eventos que se consideraron positivos para la deteccion de Mtch2 (figura 4.14,
Mtch2 y control, eventos contenidos dentro de recuadros coloreados). Dicho valor se tomé
como un reflejo de los niveles del antigeno, obteniéndose resultados reproducibles a lo largo

de 7 experimentos (figura 4.15).

En la figura 4.15.A se superpusieron los histogramas de intensidad de fluorescencia
de Mtch2 vs cantidad de eventos, obtenidos para el grupo expuesto al anticuerpo anti-

Mtch2 y para el grupo control (sin anticuerpo primario), para las tres poblaciones celulares.
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Figura 4.15. Se inmunodetectan mayores niveles de Mtch2 en la poblacidn de contenido 4C, respecto a las
poblaciones 2C y C. Inmunocitoquimica de Mtch2 e intensidad media de fluorescencia correspondiente a
Mtch2 vs contenido de ADN en células de testiculo de 40 dpp. A. Se observan tres histogramas en los que se
grafica intensidad de fluorescencia de Mtch2 vs cantidad de eventos. En rojo (contenido de ADN C), verde
(contenido de ADN 2C) y violeta (contenido de ADN 4C) se representan las muestras expuestas al anticuerpo
primario, mientras que en celeste se representan dentro de cada histograma las muestras control sin
anticuerpo primario. Dentro de cada histograma se indica el promedio de la intensidad de fluorescencia media
de los eventos analizados de 7 repeticiones, tanto para las muestras expuestas al anticuerpo primario como las
muestras control. Nétese que la intensidad de fluorescencia de los eventos expuestos al anticuerpo anti Mtch2
presentan un corrimiento hacia la derecha respecto a las muestras control. B. Tabla en la que se indican los
valores de intensidad de fluorescencia de Mtch2 en unidades arbitrarias (u.a.) para cada uno de los
experimentos realizados discerniendo entre poblaciones con contenido C, 2C y 4C de ADN. C. Grafico de barras
en el que se indican los valores de fluorescencia media de Mtch2 en u.a. para cada poblacion definida segun su
contenido de ADN. Para cada promedio se muestran los respectivos desvios estandar.
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Analizando los histogramas en la figura 4.15.A, vemos que los eventos control
(representados en los 3 histogramas mediante el color celeste) se acumulan en un pico
angosto con baja intensidad de fluorescencia. El hecho de que el pico sea angosto y alto
significa que gran cantidad de eventos presentaron una intensidad de fluorescencia similar.
A su vez podemos indicar que los eventos control presentan una intensidad de fluorescencia
baja respecto a los eventos que fueron expuestos a anticuerpo primario, reflejdandose este
fendbmeno en el corrimiento de los eventos hacia la izquierda sobre el eje en que se
representa intensidad de fluorescencia correspondiente a Mtch2. El corrimiento de los
eventos expuestos al anticuerpo primario hacia valores de mayor intensidad de
fluorescencia es un reflejo de la deteccidon del antigeno Mtch2. Tanto la poblacién C, 2C,
como la 4C presentan mayores niveles de fluorescencia que sus respectivos grupo control,
indicando por lo tanto que la proteina se expresa en todos los tipos celulares dentro del

testiculo, en concordancia con lo observado por inmunofluorescencia.

A diferencia del grupo control donde vemos un pico Unico y marcado, todos los
eventos expuestos a Mtch2 (grupo C, 2C y 4C) presentan una distribucion similar a una
campana; esto significa que numeros variables de eventos presentaron diferentes
intensidades de fluorescencia (siempre mayores a los respectivos controles). Si
consideramos el promedio de fluorescencia entre todos los eventos en los que se detecta
Mtch2 como una medida que refleja las cantidades de antigeno, las tres poblaciones
celulares C, 2C y 4C presentaron diferencias cuantitativas entre si. La poblacién con
contenido de ADN 4C presentd mayores niveles de fluorescencia que las poblaciones 2Cy C
(figura 4.15.B y C), y en ambos casos estas diferencias resultaron significativas (p<0,05 y

p<0,005 respectivamente).

En conclusién, Mtch2 presenta los mayores niveles de expresién a nivel de la
poblacién con contenido 4C de ADN en el testiculo de la rata joven adulta. Es decir, que la
proteina Mtch2 se expresa diferencialmente en las células en profase meidtica, por lo tanto
reproduciendo a nivel de proteina los resultados previamente obtenidos a nivel de ARNm
(“differential display” y ensayos semicuantitativos de RT-PCR), que indicaban que el gen
Mtch2 se expresaba a mayores niveles en los espermatocitos paquiténicos que en las

espermatidas redondas.
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Patron peculiar de expresion de Mtch2 en algunas células aisladas

Una particularidad que se observd, mas alla de las variaciones en los niveles de
expresion de Mtch2 a través del desarrollo, es que en tubulos de distintas edades se
apreciaba que algunas células presentaban un patrén diferencial de inmunomarcacion de
Mtch2, con un nivel de intensidad mucho mayor al de las células aledanas y una distribucién
peculiar que abarcaba a toda la célula, tanto a nivel del citoplasma como del nucleo. (figura

16)

Mtch?2 DAPI SUPERPOSICION

18 dpp

21 dpp

40.dpp

18 dpp 21 dpp 40 dpp

Figura 4.16. Células con patrones de inmunomarcacion peculiar fueron halladas en cortes de cordones/
tubulos de distintas edades. A. Inmunofluorescencia en criosecciones de testiculo de ratas de distintas edades
(18, 21 y 40 dpp). lzquierda: Mtch2 (verde), centro: DAPI (azul), derecha: superposicion de imagenes. Las
puntas de flecha sefalan los ntcleos de las células marcadas intensamente. B. Imagen aumentada para mostrar
los nucleos pertenecientes a células marcadas diferencialmente tefiidos con DAPI. Las puntas de flecha rojas
sefialan los nucleos con morfologia alterada, en tanto las puntas de flecha blancas indican los nucleos con
morfologia de apariencia normal. Barra de escala: 20 micrémetros.
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A modo de ejemplo, en la figura 4.16.A se observan cortes de cordones/tubulos
seminiferos de testiculo de ratas macho de 18, 21 y 40 dpp, en los que el fendmeno referido
resulta evidente. Se observa también que muchos de los nucleos correspondientes a las
células con fuerte expresién de Mtch2 presentan una morfologia alterada respecto a los
nucleos coexistentes dentro del mismo corddn/tubulo (figura 4.16.B). Curiosamente, la
mayor parte de los nucleos que aparecen con morfologia alterada, por su ubicacién en el

tubulo y células adyacentes, parecen corresponder a espermatocitos.
4.3 Estudios de Muerte Celular Programada (MCP)

Como se menciond en la Introduccién de este trabajo, Mtch2 ha sido asociada con
aspectos de la MCP, y en higado de ratén funcionaria como un receptor a nivel de MME para
la proteina tBid, aumentando la susceptibilidad celular a seiales de induccién de la MCP. Sin
embargo, también nos hemos referido a la existencia de cierta evidencia que asocia
polimorfismos en Mtch2 con indices de masa corporal altos y aumento de expresion del gen
en relacion con obesidad femenina, ademas de un vinculo entre la reduccién de la expresion

de Mtch2 y un aumento en la invasividad in vitro de ciertos tumores (ver Introduccién).

Por otra parte, hemos descrito en la seccion anterior la presencia de niveles muy
elevados de expresion de la proteina en algunas células aisladas en el testiculo de rata.
Curiosamente, la mayoria de estas células se caracteriza por la presencia de una morfologia
nuclear alterada, que recuerda a la morfologia que adquieren los nucleos durante el proceso

de apoptosis (Kerr et al., 1972).

La informacion existente, junto con los resultados obtenidos por nosotros para
testiculo de rata, nos llevaron a preguntarnos si Mtch2 podria estar desempefnando, en el
testiculo, alguna funcién vinculada con la MCP. Con el objeto de intentar aproximarnos a una
respuesta para esta pregunta, se llevaron a cabo una serie de estudios en el testiculo de la
rata bajo condiciones normales de desarrollo y bajo condiciones de induccién de la MCP

testicular.

Inmunomarcacion en testiculo normal con anticuerpo anti-Mtch2 y reaccion de

TUNEL

Como primer paso para analizar si la expresiéon de Mtch2 se podia correlacionar con

eventos de MCP, nos propusimos analizar el patrén de inmunolocalizacién de Mtch2 en el
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testiculo de la rata en relacion al marcador TUNEL (“Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling”). La técnica de TUNEL permite detectar la fragmentacién del ADN
gue ocurre en células apoptdticas como resultado de la activacion de diferentes nucleasas. El
ADN nuclear se degrada generandose multiples sitios 3’-hidroxi terminales libres, y estos
sitios pueden ser detectados a través de la utilizacién de nucleétidos de deoxiuridina
trifosfato marcados con moléculas fluorescentes y una enzima especializada llamada
deoxinucleotidil transferasa (TdT), que cataliza la adicién de deoxiribonuclosidos trifosfato
en sitios 3’-hidroxi terminales libres. Como resultado, se incorpora el nucleétido marcado en
los sitios en los que el ADN fue escindido en los nucleos de células apoptéticas (Gavrieli et
al., 1992). Dado que los mayores niveles de Mtch2 se habian detectado en testiculo adulto,

se decidio realizar estos estudios en individuos de 40 a 60 dpp.

Al analizar la presencia de células TUNEL-positivas en el testiculo adulto, podemos
apreciar que la fragmentacion del ADN es un evento cominmente observable a nivel de los
tubulos seminiferos, encontrandose mas de una célula TUNEL-positiva en algunos tubulos

(figura 4.17, células indicadas con punta de flecha blanca).

Dada la morfologia nuclear alterada en los nucleos de las células sometidas a MCP, es
muchas veces dificil determinar de qué tipo celular en particular se trata. Sin embargo, si lo
inferimos a partir de su localizacién a nivel del tubulo seminifero, al parecer los
espermatocitos se ven afectados por la fragmentacion del ADN, pero también se verian

afectadas espermatogonias y espermatidas elongadas (ver figura 4.17).

Un fendmeno particular que se puede apreciar en muchas células TUNEL-positivas,
cuando analizamos la distribucion de Mtch2 (en rojo), es que estas células presentan una
inmunomarcaciéon diferencial del antigeno Mtch2. Este fendmeno, que se evidencia en la
figura 4.17 (ver células sefialadas con puntas de flecha), puede observarse con mas claridad
en la figura 4.18, en la que se muestran nucleos a gran aumento. La intensidad de la sefial de
Mtch2 es claramente superior en estas células TUNEL-positivas respecto a las células
vecinas. Esto nos lleva a considerar la posibilidad de que aquellas células que habiamos
observado que presentaban un patrén de inmunomarcacion peculiar para Mtch2 junto con

una morfologia nuclear alterada (figura 4.16), fueran células destinadas a morir.
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DAPI SUPERPOSICION

Figura 4.17. Deteccion de células TUNEL-positivas y co-localizacion con Mtch2 en tubulos seminiferos de rata.
En A y C se muestran imagenes panoramicas de secciones de tubulos seminiferos de rata adulta joven
sometidos a triple tincién con marcador TUNEL, anticuerpo anti-Mtch2 y DAPI. En B y D se muestran, a mayor
aumento, las regiones enmarcadas en recuadros en la ultima columna de A y B respectivamente. Primera
columna - inmunolocalizacién de Mtch2 (en rojo), segunda columna - reaccién de TUNEL (en verde), tercera
columna - tincién del ADN con DAPI (en azul), cuarta columna —superposicion de imagenes. Barras de escala:
(A, C) 50 micrémetros, (B, D) 20 micrdmetros. Las puntas de flecha sefialan células TUNEL-positivas.

Por otra parte, si bien no estamos aun en condiciones de asegurar que las células
TUNEL-positivas que coincidentemente presentan elevados niveles de expresion de Mtch2
sean espermatocitos (y mucho menos que se trate de espermatocitos exclusivamente), al
menos en varios ejemplos, las caracteristicas aun visibles en dichos nucleos en
degeneracion, asi como su localizacion y células circundantes, sugieren que se trataria de

dicho tipo celular (figura 4.18, A, By E, por ejemplo).
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Mtch2 TUNEL DAPI SUPERPOSICION
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Figura 4.18. Se encuentran células TUNEL-positivas en las cuales el patron de expresion de Mtch2 es
diferencial respecto al de las células vecinas. Triple tincién de testiculo de rata adulta joven. Primera columna-
inmunolocalizacion de Mtch2 (en rojo), segunda columna - células TUNEL positivas (en verde), tercera columna
- tincién del ADN con DAPI (en azul), cuarta columna — superposicién. Barra de escala: 10 micrémetros. Con
puntas de flecha blancas se sefialan células TUNEL-positivas.

Estudios de MCP y evaluacion de la expresion de Mtch2 en individuos sometidos a

hipertermia moderada

Para evaluar mejor la relacion de Mtch2 con la MCP en el testiculo, se expusieron
ratas a condiciones de hipertermia escrotal moderada, técnica que ha sido aplicada en el

pasado con excelentes resultados en estudios de expresion de proteinas involucradas en la
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ejecucidon de programas apoptéticos a nivel testicular (Lue et al., 1999; Sinha Hikim et al.,
2003). La finalidad fue intentar describir variaciones en el patron de expresion de Mtch2 en
el marco de un tratamiento que induce la MCP en células germinales, durante las primeras 6
horas postratamiento. Dentro de este lapso se alcanzan los mayores niveles de apoptosis, en
particular a nivel de espermatocitos paquiténicos y espermatidas redondas tempranas
(Sinha Hikim et al., 2003). Como control experimental se sometieron individuos a las mismas
condiciones experimentales, pero a temperatura ambiente. Se realizaron extractos proteicos

de testiculoalas 0,5, 1, 3y 6 horas.

Como control de funcionamiento del tratamiento de hipertermia, se analizé el patrén
de expresién de caspasa 3 activa. La caspasa 3 en su forma activa representa un indicador de
la induccidn de apoptosis. Esta proteina es conocida como la caspasa efectora, dado que es
la responsable de degradar diferentes dianas moleculares que tendrdn como efecto final un

desensamblaje programado de la célula (Green, 1998; Slee et al., 2001).

caspasa 3 activa

[ actina

Figura 4.19. En testiculos expuestos a hipertermia moderada hay mayores niveles de activacion de caspasa 3.
A. Western blot contra caspasa 3 activa. B. Western blot contra B-actina. Carriles 1 a 4, lisados totales de
testiculo control a 0.5, 1, 3 y 6 horas pos-exposicion escrotal a temperatura ambiente. Carriles 5 a 8, lisados
totales de testiculo tratados a los mismos tiempos pos-exposicion escrotal a hipertermia moderada. A la
izquierda de la figura se consignan los pesos moleculares (kDa) de las bandas del marcador de peso molecular
(Pc:geRulerTM Protein Ladder, Fermentas) que migran a altura similar.

Al analizar el clivaje de caspasa 3 durante el tratamiento de hipertermia moderada,
se nota que el grupo tratado presenta mayores niveles de caspasa 3 activa respecto al grupo
control. Dado que en el control de carga (B-actina) se aprecia que en todos los carriles hay
cantidades equiparables de proteina total, podemos concluir que existe una activacion de

caspasa 3 inmediatamente tras la exposicion de los testiculos a hipertermia moderada.

A continuacidn se realizaron cortes de testiculos de los individuos expuestos a

hipertermia moderada y del grupo control, y se efectuaron ensayos de inmunolocalizacion
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de Mtch2 en conjunto con marcacion de TUNEL. Como se observa en la figura 4.20, al
analizar el marcador de TUNEL, se aprecia que existe un aumento de fragmentacién del ADN
entre las 3 y 6 horas postratamiento, en concordancia con los resultados previamente
publicados respecto a la hipertermia moderada y la MCP en el testiculo (Lue et al., 1999;

Sinha Hikim et al., 2003).

Mtch2 DAPI

Figura 4.20. Entre las 3 y 6 horas postratamiento de hipertermia moderada aumentan la incidencia de
marcacion de TUNEL y la expresion de Mtch2. Triple tincion de testiculo de rata adulta joven. Primera columna
- inmunolocalizacion de Mtch2 (en rojo), segunda columna - células TUNEL positivas (en verde), tercera
columna- tincién del ADN con DAPI (en azul), cuarta columna — superposiciéon de imagenes. A la izquierda de la
figura se indican, en horas, los tiempos de tratamiento. C: control a las 6 horas postratamiento a temperatura
ambiente. HT: hipertermia. Barra de escala: 20 micrémetros.
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Analizamos a las 6 hs postratamiento cuales son las asociaciones de células
germinales en las que detectamos mayor incidencia de la MCP mediante la técnica de
TUNEL. De acuerdo a lo indicado en la bibliografia, se detecté un incremento de la MCP a
nivel de estadios I-IV y XII-XIV (Sinha Hikim et al., 2003). A modo ilustrativo, en la figura 4.21
se muestran un tubulo en estadios I-ll donde la MCP afecta principalmente a las
espermatidas redondas, y un tubulo en estadio XlI-XIll donde la MCP afecta a los

espermatocitos.

DAPI TUNEL SUPERPOSICION
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Figura 4.21. A las 6 horas postratamiento de hipertermia moderada aumentan la incidencia de marcacién de
TUNEL en espermatidas redondas en estadios I-1l y en espermatocitos en estadios XlI-XIIl. Identificacion de
células TUNEL-positivas en distintas asociaciones celulares de testiculo expuesto a hipertermia moderada, a las
6 hs. postratamiento. Primera columna - tincion del ADN con DAPI (en azul), segunda columna - células TUNEL
positivas (en verde), tercera columna- superposicién de imagenes. Cuarta columna — esquemas de seccidn
transversal del epitelio seminifero de la rata tefiido con hematoxilina-eosina y una ilustracion de las distintas
células germinales asociadas en cada estadio en particular, junto con la duraciéon aproximada del mismo (en
horas). En estos esquemas Z seiala los espermatocitos cigoténicos, P los espermatocitos paquiténicos y D los
espermatocitos diploténicos (modificado de Mruck et al., 2008). Barra de escala: 20 micrémetros.

Con respecto a la sefal de Mtch2, a nivel global los niveles de fluorescencia parecen
homogéneos tanto en el grupo tratado hasta las 3 horas postratamiento, como en el grupo

control incluso luego de 6 horas. A las 6 horas postratamiento de hipertermia, en cambio, se
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nota un aumento de la fluorescencia de Mtch2 respecto a los demds tiempos de
tratamiento, y respecto al control incubado durante 6 horas a temperatura ambiente (figura
4.20). Este incremento de sefial parece bastante homogéneo en todo el tubulo, y coincide

con el pico de MCP.

Comparacion del patron de expresion de Mtch2 con el de marcadores clasicos de

apoptosis (caspasa 3 activada) en el testiculo

Como hemos descrito anteriormente en este trabajo, se han detectado mayores
niveles de expresién de Mtch2 en el testiculo adulto de rata que en el juvenil. Si bien en el
testiculo adulto existen niveles relativamente importantes de apoptosis (Dunkel et al., 1997;
ver también figura 4.17, en que se observan varios nucleos TUNEL-positivos en testiculo
adulto), los niveles de caspasa suelen ser mayores en el testiculo en desarrollo que en el
adulto. Particularmente, a los 21 dpp en la rata se ha descrito un pico de apoptosis mediado

por caspasa3 (Jahnukainen et al., 2004).

Con el objeto de comprobar si efectivamente el pico temporal de expresién de Mtch2
no coincidia con el de caspasa 3, realizamos un nuevo experimento de Western blot
empleando ambos anticuerpos. Como se observa en la figura 4.22, Mtch2 se detecta en el
testiculo de ratas de 40 dpp pero no el de 21 dpp, reproduciendo los resultados que ya
habiamos obtenido previamente. Con respecto a los experimentos con el anticuerpo anti-
caspasa 3, nuestros resultados reproducen los previamente reportados (Jahnukainen et al.,
2004), mostrando una mayor expresion a los 21 dpp, y confirmando que el pico temporal de

expresidn testicular para ambas proteinas no es coincidente.

T21 T40

ro caspasa 3
30KDa — [ pro casp

20 KDg == - caspasa 3 activa

Mtch2
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Figura 4.22. Se detectan mayores niveles de pro-caspasa 3 y caspasa 3 activa en testiculo de 21 dpp en
relacion al testiculo de 40 dpp. Western blot contra caspasa 3 y Mtch2. Carril 1- lisado total de testiculo de rata
de 21 dpp, carril 2 — lisado total de testiculo de rata de 40 dpp. A la izquierda de la figura se consignan los pesos
moleculares (kDa) de las bandas del marcador de peso molecular (PageRulerTM Protein Ladder, Fermentas) que
migran a altura similar.
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Al detectarse caspasa 3 en el testiculo de 21 dpp, apreciamos un perfil de 2 bandas.
La banda superior, a la altura de 30 kDa corresponde a la forma inactiva de la caspasa 3,
también denominada pro-caspasa. La banda inferior, situada levemente por debajo de los 20
kDa, corresponde a la forma activada de la caspasa 3. Como se observa, tanto los niveles de
pro-caspasa 3 como los de caspasa 3 activada son menores en el testiculo adulto respecto al
testiculo de 21 dpp. Mtch2 presenta un perfil de expresidon opuesto, con mayores niveles a

los 40 dpp si se compara a los 21 dpp.
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DISCUSION

Como antecedente de este trabajo, en un experimento de mRNA Differential Display
realizado en nuestro laboratorio, Mtch2 habia surgido como un gen expresado de manera
diferencial en espermatocitos paquiténicos respecto a espermatidas redondas, en el
testiculo de la rata adulta. A su vez, mediante RT-PCR a bajo numero de ciclos
(semicuantitativa), se confirmé dicho patrén de expresion, y también se determind que en la
rata, este gen era expresado de manera diferencial en el testiculo adulto respecto al

testiculo del neonato y respecto a otros tejidos.

A lo largo de la presente tesis se estudio el perfil de expresidon de Mtch2 tanto a nivel
de ARNm como a nivel proteico. Se investigo la expresion del gen en diferentes tejidos y en
momentos clave del desarrollo de la linea germinal masculina. Asimismo, se analizé el
patréon de inmunolocalizacién a través de distintas asociaciones celulares del epitelio
seminifero, en los diferentes tipos celulares que se pueden encontrar en el testiculo, y a
nivel subcelular. Por ultimo, se estudié el patron de expresiéon de Mtch2 en relacién con
marcadores de MCP bajo condiciones normales de desarrollo de la linea germinal y en el

marco de un tratamiento que induce MCP en las células germinales.
5.1 Una variante transcripcional con UTR corto

Aunque se encontraron evidencias de la expresion de la forma candnica de Mtch2, a
partir de una genoteca de ADNc de espermatocitos paquiténicos de rata, se aislé una
isoforma expresada por el gen no descrita previamente en las bases de datos. Podemos
afirmar la prevalencia de esta isoforma sobre el transcripto candnico de Mtch2, al menos en
espermatocitos paquiténicos, ya que del analisis de 10 clones hemos identificado 9 que
corresponden a la nueva variante, y sélo uno al transcripto candnico. Ya que todos los clones
contenian una cola poli A de tamafo variable, podemos suponer que se trata de transcriptos

reales, procesados

La isoforma que Mtch2 expresa en los espermatocitos paquiténicos (no disponemos
de informacion relativa a otros tipos celulares del testiculo) es una variante transcripcional
gue a pesar de no presentar diferencias a nivel codificante, presenta una region 3" UTR de

sélo 116 b, es decir, 1233 b mas corta que la descrita. Es importante sefalar que la sonda
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empleada para el rastreo, de 327 pb (comprendiendo los 116 pb del 3" UTR y 211 pb de la
region codificante), es capaz de identificar clones conteniendo cualquiera de ambas

isoformas (figura 4.4).

En las células germinales, un importante nimero de ARNm difieren en tamafio y
estructura respecto a transcriptos de los mismos genes en células somaticas. Estas variantes
se pueden producir a través de la utilizacion de sitios alternativos de inicio de la
transcripcidn, sitios alternativos de procesamiento (“splicing”) y sitios alternativos de
poliadenilacién, y generan lo que se conoce como transcriptos alterados de células

espermatogénicas (Kleene, 2001).

En particular la presencia de transcriptos con regiones 3’'UTR mas cortas ya ha sido
descrita previamente en el testiculo, pudiendo estas variaciones tener efectos sobre la
eficiencia de traduccién de los transcriptos (Yu et al., 2006). En el testiculo se expresa una
subunidad alternativa del complejo de poliadenilacidn, que permite el reconocimiento de
sefiales de poliadenilacion “degeneradas” (Wallace et al., 1999). De hecho, estudios in silico
permitieron localizar un posible sitio alternativo de poliadenilacion, secuencia “TATACA”
(Edwalds-Gilbert et al., 1997) entre las posiciones 1053 y 1059 a partir del codén ATG del
ARNm de Mtch2. Aunque lo descrito en la literatura indica que usualmente los sitios
alternativos de poliadenilacién se ubican corriente abajo de los sitios candnicos, existen
algunos casos en que ocurre lo opuesto (Kleene 2001). Por otra parte, en la rata durante la
pubertad la FSH modula la utilizacién de sitios de poliadenilacién alternativos, llevando a
variaciones en la estabilidad de ciertos transcriptos (Foulkes et al., 1993). Quizas el aumento
de las cantidades de transcripto de Mtch2 en el testiculo (y en particular en los
espermatocitos) esté relacionado con esta utilizacién de sitios alternativos de

poliadenilacion modulada a nivel endécrino por la hormona FSH.

La poliadenilacién alternativa ha surgido como un mecanismo utilizado para el
control de la expresién génica, donde variaciones en el largo de la region 3’'UTR afectan la
disponibilidad de sitios de unién para proteinas de unidn al ARN y micro ARNs, influenciando
el destino final de los ARNm (revisado por Di Giammartino et al., 2011). Una posibilidad que
surge de los resultados aqui discutidos es que la variante transcripcional testicular
(¢paquiténica?), al presentar un 3° UTR mas corto pueda carecer de ciertas secuencias
blanco para la unién de proteinas reguladoras, para la unidn de micro ARNs, o carecer de

posibles estructuras secundarias que puedan tener efectos ulteriores. Analisis
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bioinformaticos utilizando el programa RegRNA (Huang et al, 2006) no mostraron la
presencia de estructuras secundarias ni secuencias consenso en la regién 3 "UTR de la forma
canodnica que pudieran por ejemplo tener algun efecto represor, y que pudiera ser de interés
eliminar para la expresion diferencial de un transcripto durante la espermatogénesis. Tal vez
secuencias de este tipo no se encuentren presentes en el 3’ UTR de Mtch2, o quiza éste

contenga algun tipo de motivo aun no descrito e incorporado a las bases de datos.

La variante transcripcional de testiculo aqui descrita no presenta diferencias a nivel
codificante, indicdndonos que no existe ninglin motivo para que se genere un sesgo en la

inmunolocalizacién de la proteina Mtch2 traducida a partir de ambas isoformas de ARNm.

5.2 Perfil de expresion del gen Mtch2 y su producto proteico en el

testiculo

Si bien estudios de RT-PCR semicuantitativa realizados en nuestro laboratorio
mostraron que Mtch2 se expresaba diferencialmente en el testiculo respecto a otros tejidos
analizados de la rata, la bibliografia disponible al inicio de este trabajo indicaba que Mtch2
se expresaba en una variedad de tejidos como cerebro, higado, pulmén, rifién, pancreas,
bazo y tejido adiposo, ademas del testiculo (Yerushalmi et al., 2002; Zaltsman et al., 2010).
Dicha informacién fue comprobada por nosotros a través de RT-PCR a alto numero de ciclos,
donde el ARNm de Mtch2 fue detectado en todos los tejidos analizados. Podemos concluir
por lo tanto que aunque Mtch2 no se expresa exclusivamente en el testiculo (Schultz et al.,
2003, estiman que sélo un 4% del genoma es exclusivo de este tejido), su expresion es
diferencial, ya que en dicho tejido el transcripto se encuentra a muy elevados niveles en

comparacion con los demas tejidos.

La expresion diferencial de genes en el testiculo es un fendmeno ampliamente
registrado en la bibliografia (Pang et al., 2006; Johnston et al., 2008 y Geisinger 2008), y
muchos ARNm se expresan a altisimos niveles en células germinales respecto a células
somaticas (Kleene, 2001). Ciertos autores sostienen que la sobreexpresién se debe a una
traduccién ineficiente, y que con esta estrategia se contrarrestan los efectos de dicha baja
eficiencia traduccional (Mathews et al., 1996). Es mdas, muchos ARNm que en la linea
germinal se expresan a elevados niveles, sin embargo nunca llegan a traducirse. Por este
motivo, resultaba importante para nosotros poder responder a la interrogante de si el ARNm

de Mtch2 era traducido en el testiculo.
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Experimentos de Western blot e inmunohistoquimica nos permitieron demostrar, por
primera vez, la existencia de la proteina Mtch2 en el testiculo. A su vez, dichas técnicas
pusieron en evidencia que la proteina Mtch2 se expresa diferencialmente en el testiculo
respecto a otros tejidos, indicando que la diferencia cuantitativa observada inicialmente a
nivel transcripcional se mantiene en el perfil de expresidn proteico. Es de remarcar el hecho
de que en el testiculo Mtch2 pudo ser identificada a partir de lisados totales. De acuerdo a la
bibliografia disponible a partir de los experimentos realizados en otros tejidos, al dia de hoy
sélo se lograba su deteccidn a partir de fracciones subcelulares enriquecidas en mitocondrias
(Grinberg et al., 2005; Zaltsman et al., 2010). La posibilidad de purificar Mtch2 a partir de
testiculo permitird la obtencion de mayores cantidades de proteina, y trabajar con tejido
entero en lugar de purificar la fraccidn mitocondrial, todo lo cual sin duda hara posible la

realizacion de ensayos con dicha proteina con mayor facilidad.

Mediante estudios de inmunohistoquimica se determind que Mtch2 en el testiculo es
una proteina de localizacién citopldsmica, y que puede ser detectada en mayor o menor
medida en todos los tipos celulares presentes a nivel del tubulo seminifero en el testiculo
adulto. Ensayos de colocalizacidn con una sonda especifica para mitocondria, permitieron
comprobar que en el testiculo la proteina se localiza a nivel de este organelo, en coherencia
con los resultados publicados para hepatocitos por otros autores (Yerushalmi et al., 2002;
Grinberg et al., 2005 y Zaltsman et al., 2010). Este resultado no es menor, pues como ya se
menciond en la Introduccidn, existen proteinas que difieren en cuanto a su localizacién sub-

celular en células germinales respecto a las células somaticas (Ursini et al., 1999).

Cuando estudiamos el perfil de expresién de Mtch2 en el testiculo a través de
distintas edades, observamos que la proteina se expresa a niveles superiores en el testiculo
adulto (40 y 60 dpp) en comparacidn con etapas previas del desarrollo. Mayores tiempos de
exposicion permitieron detectarla en testiculos de menores edades (21 y 13 dpp), mientras
qgue no logramos detectarla a los 7 dpp. Esto nos sugiere que la proteina comienza a
expresarse en una edad cercana a los 13 dpp. Segun Malkov et al. (1998) es durante esta
etapa que comienza la meiosis, dada por la aparicién de espermatocitos leptoténicos. Estos
resultados estarian de acuerdo con los previamente obtenidos a nivel de ARNm, ya que se
habian encontrado diferencias cuantitativas en los niveles de expresion de Mtch2 entre

testiculo adulto y de neonatos de 1 dpp.
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Por otra parte, la inmunodeteccidon de Mtch2 en suspensiones celulares de testiculo
mediante citometria de flujo indicé diferencias estadisticamente significativas entre los
niveles de fluorescencia presentes en la poblacién con contenido de ADN 4C (espermatocitos
primarios) y la poblacién C (células posmeidticas). Esto representa una reafirmacién de los
resultados obtenidos por mRNA differential display y RT-PCR semicuantitativo, que
mostraban mayor expresidon en los espermatocitos que en las espermatidas. A su vez, los
mayores niveles de expresidén en la poblacién 4C en comparaciéon con la 2C (compuesta
fundamentalmente por células somaticas testiculares y espermatogonias), son coherentes
con el hecho de que no se haya logrado detectar la proteina a los 7 dpp, edad en la cual no
existen aun espermatocitos. Basado en las diferencias cuantitativas detectadas, el perfil de
expresidon génica y proteica para Mtch2 se ajusta a lo descrito por Sassone-Corsi en 2002,
donde a nivel del testiculo adulto existen tres conjuntos de genes, uno expresado
preferentemente en las células premeidticas, otro en los espermatocitos paquiténicos
(donde incluiriamos a Mtch2), seguido de un tercer conjunto de genes de transcripcidn

posmeiodtica, expresado en espermatidas redondas.

También se detectaron variaciones en los perfiles de inmunomarcacién de Mtch2
entre secciones de distintos tubulos seminiferos. Esto tiene sentido, ya que diferentes
tubulos pueden presentar diferente composicidn celular. Ello nos indujo a evaluar la posible
existencia de diferencias en el patron de expresion de Mtch2 a través de distintas
asociaciones celulares del epitelio seminifero, afladiendo por lo tanto un nuevo nivel de
complejidad al patréon de expresion de Mtch2 en el testiculo. De hecho, en la literatura se
encuentran varios ejemplos de genes cuyo perfil de expresidn difiere entre distintos estadios
del epitelio seminifero (Zhu et al., 1994; Penttila et al., 1995; Wine & Chapin 1999;
Sreepoorna et al., 2009). Con respecto a Mtch2, en todos los estadios se detecto la proteina,
pero se observd que la misma se expresa de manera diferencial en estadios mas tardios del
ciclo del epitelio seminifero (X-XIIl) en relacion a los estadios mas tempranos aqui descritos

(II-V).

Si analizamos los eventos celulares y moleculares que ocurren en los estadios con
altos niveles de expresidon de Mtch2, destacamos que en los estadios X-XI corresponden a las
etapas finales de la apertura de la barrera hematotesticular, que comienza durante el
estadio VIII concomitantemente con el evento de espermiacion (Mruck et al., 2008). Durante

la apertura de esta barrera se desensamblan las uniones especializadas entre células de
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Sertoli, y los espermatocitos leptoténicos migran hacia la porcién adluminal del tubulo
seminifero (Siu & Cheng, 2004). Ademas, en los estadios XII-XIII tienen lugar las Ultimas fases
de la profase meidtica (Russell et al., 1990). Por otra parte, los mayores niveles de expresion
de Mtch2 coincidirian con aquellos estadios del epitelio seminifero en que se observan dos
capas de espermatocitos en lugar de una (figura 1.6), lo cual es légico si tenemos en cuenta

gue éstas son las células que mas expresan la proteina.

Se ha reportado que en los estadios IX-XIV-l ocurre la expresidon diferencial de
receptores para FSH en células de Sertoli (Yan et al., 1999). A su vez, sabemos que la FSH
induce la sintesis por parte de las células de Sertoli de SCF (stem cell factor), factor paracrino
gue provoca un aumento de la expresién de algunos genes en células germinales (Yan et al.,
2000 y 2003; Furuchi et al., 1996). Considerando que la expresion estadio-especifica es una
caracteristica fundamental de las células espermatogénicas (Johnston et al, 2008), y que
Mtch2 se expresa diferencialmente en los estadios X-XIllI, una hipdtesis atractiva seria que la
expresion de Mtch2 podria ser influenciada en algun grado por la FSH. Para testar esta

hipdtesis se deberia estudiar la expresion de Mtch2 bajo condiciones de deprivacién de FSH.
5.3 Mtch2 yla MCP

Zaltsman et al. (2010) indican que en el higado de ratones Mtch2” se detecté menor
sensibilidad a estimulos apoptéticos, ubicando a esta proteina como un orquestador
importante en el programa de MCP. Por su parte, la MCP representa un evento vital en el
correcto desarrollo de la linea germinal. El testiculo ha sido descrito como uno de los tejidos
con mayores niveles de MCP espontanea; se ha estimado que hasta un 75% del rendimiento

del epitelio seminifero se pierde por apoptosis (Huckins, 1978; Shaha et al., 2010).

Bajo condiciones normales del desarrollo, es posible relacionar el patrén de
expresion de Mtch2 (alto en espermatocitos y en asociaciones celulares IX-XIIl durante la
adultez) con los elevados niveles de MCP espontdnea a nivel de espermatocitos
(asociaciones IX-XIV) en la espermatogénesis de la rata adulta existen elevados niveles de
MCP espontanea a nivel de espermatocitos en las asociaciones IX —XIV (Ruwanpura et al.,
2007). Es decir, que Mtch2 se detecta en mayor medida y por lo tanto se expresaria mas, en
aquellos estadios que comunmente se ven afectados por la MCP durante el desarrollo

normal de la gametogénesis masculina.
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Por otra parte, hemos mencionado mas arriba que existen en la literatura varios
ejemplos de genes cuyo perfil de expresion difiere entre distintos estadios del epitelio
seminifero. En muchos casos, se trata de moléculas involucradas en la regulacién de la MCP,
cuyos perfiles de expresion son dindmicos y varian dependiendo de las asociaciones
celulares del epitelio seminifero. El hecho de que Mtch2 presente un perfil de expresidn
diferenciado con variaciones de este tipo recuerda al perfil de expresidn de varias proteinas

apoptoéticas.

Finalmente, mas alld de las diferencias observadas entre distintos tejidos, edades,
asociaciones de células germinales y tipos celulares, en algunas células en particular Mtch2
presentd un patron de expresién peculiar, con alta intensidad de sefial y una localizacién no
solo citoplasmica sino también perinuclear y ocasionalmente nuclear. La mayor abundancia
relativa de células presentando esta peculiar inmunomarcacion fue en testiculos de 18-21
dpp, observdndose este fendmeno también a nivel del testiculo adulto. Segun la literatura,
entre los 16 y 25 dpp en el testiculo de la rata se puede apreciar un pico de apoptosis
relacionado con ajustes en el nimero de células germinales que una célula de Sertoli puede
sustentar adecuadamente (Jeyaraj et al., 2003). En ese sentido, pudimos constatar la
existencia de ese pico a través de la deteccién de elevados niveles de caspasa 3 activa a esta
edad. Curiosamente, una buena proporcion de estas células inmunomarcadas
diferencialmente con el anticuerpo anti-Mtch2, a su vez presenté morfologia nuclear
alterada, sugiriendo que se trataba de células cuya integridad se encontraba comprometida.
Es mas, si esto fuera cierto, no podriamos descartar que aquellas células que no presentaban
alteraciones evidentes en la morfologia nuclear correspondieran, por ejemplo, a células en

etapas iniciales de MCP.

A raiz de todo lo expuesto, se intentd averiguar si podia existir una relacién entre el
patron de expresion de Mtch2 y la MCP en el testiculo adulto de la rata, para lo cual el
patréon particular de inmunodeteccion se procurd relacionar con la ocurrencia de MCP a

través de colocalizacidon con el marcador de MCP TUNEL.

En cuanto a la técnica de TUNEL, se detectaron en el testiculo adulto varias células
marcadas por TUNEL, indicando fragmentacion del ADN, proceso clave en el
desmantelamiento celular que ocurre durante la MCP (Kerr et al., 1972). Nuestros resultados
demostraron congruencia con lo previamente descrito para dicho d6rgano (Kerr, 1992;

Huckins, 1978; Shaha et al., 2010 y otros autores). Con respecto a la colocalizacién de Mtch2
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con TUNEL, la proteina presentd una sefial mas intensa en células TUNEL-positivas respecto
a sus vecinas TUNEL-negativas. Aunque también se detectd en otros tipos celulares, este
fendmeno se observd principalmente en células que, tanto por sus caracteristicas nucleares
en la tincién con DAPI y ubicacidon en los cortes transversales de tubulos seminiferos,
probablemente corresponden a espermatocitos. Interpretamos estas variaciones en cuanto
a distribucidn y niveles de expresién de Mtch2 como probables indicios de una participacién
de la proteina en los eventos moleculares, de sefializacidon o ejecucidn, que ocurren durante

el desensamblaje de células apoptéticas en la linea germinal.

Un factor que podria explicar el patrén de inmunolocalizaciéon peculiar de Mtch2
observado en células destinadas a morir, es que durante el desmantelamiento que sufren las
células en la apoptosis la integridad de la envoltura nuclear se pierde, lo que facilitaria el
ingreso del antigeno al nucleo. Otro factor que podria eventualmente afectar la distribucion
de Mtch2 en células apoptéticas es el hecho de que durante la apoptosis las mitocondrias se
fisionan y adquieren una localizacion perinuclear en “clusters” (De Vos et al., 1998; Sheridan
et al., 2008); en consecuencia, el patrén de localizacion de Mtch2 en células TUNEL-positivas
podria ser un efecto colateral de la distribucién mitocondrial particular que ocurre durante

la MCP.

Con el fin de profundizar en el establecimiento de una relacidn entre la expresién de
Mtch2 y la MCP, se decidid estudiar la expresiéon de Mtch2 a nivel de la linea germinal bajo
condiciones de induccidon de la MCP. A tales efectos, se realizd exposicién escrotal a
hipertermia moderada, tratamiento que aumenta la MCP en el tubulo seminifero. Una de las
particularidades de este tratamiento, y a su vez uno de sus principales atractivos para
nosotros, es que esta descrito que este tratamiento afecta principalmente a espermatocitos
en tubulos que se encuentran en los estadios XII-XIV (Lue et al., 1999; Sinha Hikim et al.,

2003), el tipo celular y los estadios donde nosotros detectamos mayores niveles de Mtch2.

La exposicion escrotal a hipertermia moderada desembocé en un aumento en la
deteccidn de marcadores apoptoéticos respecto a los grupos control. En el grupo tratado se
detectaron mayores niveles de clivaje de caspasa 3, indicando que la caspasa efectora por
excelencia se encuentra activada, un indicio importante de la activacién de la MCP. Ademds,
entre las 3 y 6 horas postratamiento se detectd un notorio incremento en el nimero de
células TUNEL-positivas. Como se describié en Resultados, se encontrd que, en concordancia

con los resultados previamente publicados (Sinha Hikim et al., 2003), la apoptosis afectd
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principalmente a espermatidas tempranas en tubulos en estadios I-1V, y espermatocitos de

tubulos en estadios mas tardios, XII-XIV.

Al analizar el patron de expresion de Mtch2, observamos que los niveles detectados
de la proteina a las 6 horas postratamiento son mayores en relacién a tiempos previos, y en
relaciéon al grupo control. Esto nos indica que los niveles de Mtch2 aumentan en algun
momento entre las 3 y 6 horas postratamiento, demostrando que el aumento en la
expresion de Mtch2 coincide temporalmente con el aumento de MCP inducida.

Nuevamente, este resultado vincula, de algin modo, a Mtch2 con la MCP.
5.4 Mtch2: ;qué funcion cumple en la linea germinal?

Tras haber disecado distintos aspectos de la expresiéon de Mtch2 en el testiculo, nos
proponemos integrar dicha informacion para buscar algunas explicaciones plausibles al perfil
diferencial y peculiar de expresion de Mtch2 en dicho érgano, y en relacion con la

espermatogénesis.

Bajo condiciones normales, el patréon diferencial de expresion de Mtch2 en
espermatocitos tal vez refleje de alguna manera una susceptibilidad incrementada de los
mismos a gatillar los mecanismos de MCP. Como han descrito previamente Zaltsman et al.
(2010), en el higado Mtch2 provee a la célula de un marco proteico que efectiviza la
permeabilizacién de la MME y los eventos que esto conlleva. Es posible que las células
meidticas, al presentar niveles elevados de Mtch2, permitan con mayor facilidad la
ocurrencia de las interacciones necesarias para provocar la permeabilizacion de la MME. En
consecuencia, los espermatocitos presentarian una mayor predisposicion a desencadenar los
eventos moleculares que ocurren durante la apoptosis. De hecho y en apoyo a esta
hipdtesis, los espermatocitos son uno de los tipos celulares que mas sufre apoptosis, tanto
durante la primera onda espermatogénica como en el testiculo adulto (Jahnukainen et al.,

2004; Ruwanpura et al., 2007).

Ahora, icomo se explica el hecho de que en células apoptéticas Mtch2 presente
mayores niveles de expresidn respecto a sus vecinas no alteradas? No hay evidencias que
sefialen a Mtch2 como una molécula ejecutora dentro de las vias de MCP. Es mds, como
resultado de los experimentos de exposicidn a hipertermia, podemos decir que la induccién
de Mtch2 en el testiculo no ocurre antes de la activacion de caspasa 3: mientras a los 30

minutos de tratamiento ya se observa un aumento en la cantidad de caspasa activada (figura
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4.19), el incremento en los niveles de Mtch2 recién se hace evidente entre las 3 y 6 horas.
Los picos de acumulacion de ambas proteinas durante el desarrollo posnatal del testiculo
tampoco son coincidentes, ya que en tanto se detectan mayores niveles de caspasa 3
activada a los 21 dpp (paralelo a un importante pico de apoptosis en la primera onda), los
mayores niveles globales de Mtch2 a nivel de los tubulos se manifiestan en el adulto (y aun
mas en adultos de 60 dpp que en adultos jovenes). A su vez y segun los resultados aqui
descritos, la induccién de la expresidon testicular de Mtch2 tampoco seria previa
temporalmente a la fragmentacion que sufre el ADN nuclear (Mtch2 colocaliza con células
TUNEL-positivas, es decir, células con ADN fragmentado). Es mas, segun lo detectado en los
ensayos de hipertermia, los elevados niveles de expresidon de Mtch2 se aprecian en tubulos
repletos de células que se encuentran en las Ultimas etapas de desmantelamiento, células

gue bajo ningln concepto podran generar espermatozoides.

La explicacion de la presencia de elevados niveles de Mtch2 en células que
experimentan apoptosis permanece como incognita. ¢Acaso ocurre una induccién en la
expresion de Mtch2 en estas células? Muchos actores moleculares involucrados en la MCP
no requieren de una induccién de su expresidn para actuar, sino que varian entre distintos
estados de activacién. Por ejemplo, las caspasas se activan proteoliticamente (e.g. Green,
1998), en tanto algunas proteinas de la familia BCL-2 cambian su estado de fosforilacidn (Zha
et al., 1996), o sufren variaciones alostéricas que afectan su actividad (Gross et al., 1998).
Por lo visto no es necesario ni obligatorio un aumento en la expresién proteica para que
estas proteinas puedan ejercer sus propiedades pro-apoptéticas. Es mas, en modelos in-
vitro, la induccion de la expresion de Mtch2 no aumenta la apoptosis, sino que causa una
detencion en el crecimiento celular, generando en cambio el arresto del ciclo celular en fase

S (Leibowitz-Amit et al., 2006).

En definitiva, la funcién de Mtch2 se relacionaria de algin modo con la MCP en el
testiculo pero, écdmo? Aun no lo sabemos, aunque una faceta de Mtch2 que no debe ser
descartada es la posible relacidn con el metabolismo mitocondrial y sus modificaciones
dindmicas durante los eventos celulares que caracterizan a la apoptosis. Para ello también
debemos incorporar a la escena nuevos niveles de complejidad, en los cuales el rol de las
proteinas de la familia BCL-2 se extiende a nuevos planos. La bibliografia mas actualizada
establece nexos entre miembros de la familia BCL-2 con el control de la morfologia

mitocondrial, en particular con los eventos moleculares que ocurren durante los procesos de
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fusién y fision de mitocondrias (Sheridan & Martin, 2010; Martinou & Youle, 2011; Otera &
Mihara, 2012). Se descubrieron foci discretos a nivel de sitios de fision mitocondrial, en los
gue se detectd la presencia de las proteinas Bak y Bax (Martinou & Youle, 2011). La fisién y
fusion de mitocondrias representan eventos clave, tanto a nivel del metabolismo
mitocondrial como de los eventos que ocurren durante la MCP. Es sabido que durante la
apoptosis las mitocondrias pasan de presentarse en disposicion filamentosa a una
disposicion fragmentada en particulas puntuadas (Frank et al., 2001), y que la inhibicion de
la fision mitocondrial provoca un retardo en la liberacion de citocromo C afectando la

ejecucion de la apoptosis (Cipolat et al., 2006).

La informaciéon y los resultados disponibles hasta ahora nos obligan a evaluar un
posible involucramiento de Mtch2 en procesos relacionados con la dinamica mitocondrial.
Esto puede hallar sustento en resultados obtenidos por otros autores, que hallaron un
vinculo entre un polimorfismo de Mtch2 y personas con elevados indices de masa corporal
(Willer, et al., 2009), una caracteristica directamente relacionada con aspectos del
metabolismo mitocondrial. Ademas, se detectd la expresion del gen y la proteina en tejido
adiposo blanco y adipocitos con un aumento sustancial de la proteina Mtch2 en mujeres
obesas (Kulyté et al., 2011). Esto nos indica que no podemos perder de vista los aspectos
metabdlicos celulares, en los cuales la mitocondria juega un rol preponderante. De hecho,
hoy sabemos que tanto las vias de sefializacidn metabdlica como las apoptédticas se
encuentran inexorablemente interconectadas. Andresen & Kornbluh (2013) exponen de
manera excelente el entramado de interacciones que se dan entre el metabolismo
energético celular y la apoptosis, y cdmo proteinas pertenecientes a la familia BCL-2 se
involucran en dicho entramado. Quizas podamos afiadir a Mtch2 a esta escena, y
encontrarlo como un orquestador fundamental en estos procesos de vital importancia para

la fisiologia celular, la homeostasis tisular y el metabolismo de los seres vivos.

Con la informacion disponible hasta ahora no nos es posible aun encontrar una
explicacidon simple a los altos niveles de expresién de Mtch2 en células apoptéticas. Sin
embargo, los elevados niveles de esta proteina en el testiculo asi como su incremento
concomitantemente con la MCP nos permiten sospechar que su funcién ha de ser
importante durante la espermatogénesis, y particularmente durante la meiosis, dada la

mayor presencia de Mtch2 en los espermatocitos. Los resultados aqui presentados sin duda
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contribuirdn a facilitar los estudios tendientes a elucidar la funcidon de esta proteina,

favoreciendo el uso del testiculo como érgano modelo.

Légicamente, el incremento del conocimiento molecular acerca de los factores que
operan en el desarrollo de las células germinales, asi como de los procesos que tienen lugar
durante el mismo (proliferacién, diferenciacidn, apoptosis) es un paso importante para el
desarrollo de terapias contra la infertilidad y otras patologias como el cancer testicular, asi
como para el desarrollo de métodos de contracepcion masculina (Shaha et al., 2010).
Mientras tanto, no debemos olvidar que la espermatogénesis es un proceso tremendamente

complejo, donde diferenciacion celular y apoptosis son dos caras de la misma moneda.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

A lo largo de la presente tesis se logré estudiar el perfil de expresidén del gen Mtch2 y

su producto proteico durante la espermatogénesis de la rata. Encontramos que:
- Mtch2 se expresa diferencialmente en el testiculo respecto a otros tejidos.
- La localizacién de Mtch2 en el testiculo es mitocondrial, al igual que en los hepatocitos.

- Sus niveles de expresidn testicular van en aumento desde el nacimiento hasta la madurez

sexual, donde alcanza sus niveles maximos.

- En el testiculo adulto la expresiéon de Mtch2 varia entre distintas asociaciones de células
germinales, detectdndose mayores niveles de expresién en estadios mas tardios del ciclo del
epitelio seminifero (estadios IX-XIV), coincidentemente con los estadios en que se detectan

mayores niveles de MCP.

- A nivel celular detectamos mayores cantidades de Mtch2 en células en profase meiética

(espermatocitos) que en otros tipos celulares dentro de los tubulos seminiferos.

- A diferencia de lo ocurrido con otros transcriptos diferenciales de la linea germinal, los
niveles de expresién de la proteina Mtch2 se corresponden con los niveles de transcripto,
tanto a nivel tisular (existe mas ARNm en el testiculo que en otros tejidos), como de tipo
celular dentro del testiculo (el transcripto se detecta a mayores niveles en los

espermatocitos).

- En los espermatocitos Mtch2 expresa dos variantes, la candnica y una isoforma con una
region 3’'UTR mds corta, lo que podria tener implicancias a nivel de la regulacion
postranscripcional del gen. No se analizd la eventual existencia de dicha isoforma también

en otros tipos celulares del testiculo.

- En células destinadas a morir por MCP (TUNEL-positivas) a nivel del testiculo en
condiciones normales, Mtch2 presenta niveles de expresion superiores y una distribuciéon
gue ademads de citoplasmatica en algunos casos llegabas a ser peri-nuclear o nuclear y

respecto a sus congéneres no afectadas.

- Una buena proporcion de las células TUNEL-positivas que simultdneamente presentan

inmunomarcacién diferencial para Mtch2 serian espermatocitos I, a juzgar por su morfologia
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nuclear y ubicacion en los cortes de tubulos seminiferos. Proximamente haremos co-
localizacion de estos marcadores con un anticuerpo anti-Sycp3 (que reconoce el principal
componente del elemento lateral de los complejos sinaptonémicos), de modo de confirmar

definitivamente que se trata del tipo celular mencionado.

- Por otra parte, bajo condiciones de induccién de la MCP por hipertermia moderada, los
niveles de Mtch2 en los tubulos seminiferos se incrementan coincidentemente con el
aumento de MCP. Descubrimos que esta alteracién del patrén de expresion de Mtch2 ocurre
temporalmente después de la activacién de la caspasa-3, y aparece concomitantemente con

la fragmentacién del ADN.

Para esclarecer el porqué de los altos niveles de expresiéon en el testiculo adulto, se
deberd develar qué aspectos regulatorios subyacen a su patron de expresién. El rol que
juegan las sefiales pardacrinas y el sistema enddcrino son algunas de las pistas que
deberemos seguir para descubrir los mecanismos subyacentes al perfil de expresién

observado.

Sabemos que el ratén KO para Mtch2 es inviable ya que el feto detiene su desarrollo
unos pocos dias después de su concepcion, por lo que se requerird la generacion de KO
condicionales para testiculo para disecar la funcién de Mtch2 durante el desarrollo de la
linea germinal. El estudio del fenotipo a nivel de la linea germinal de individuos Mtch2”
seguramente contribuird a identificar en qué etapa del desarrollo y mecanismos moleculares

su funcidn es clave.

Para develar los aspectos funcionales de Mtch2 en células sanas y células destinadas
a morir es necesario conocer el crisol de interacciones proteicas que Mtch2 es capaz de
llevar a cabo. La dificultad para encontrar modelos in vitro que recreen las condiciones
presentes en el tubulo seminifero hacen de esto una tarea dificultosa, pero no imposible. El
estudio del metabolismo mitocondrial y los mecanismos de MCP que rigen la homeostasis
testicular serdn claves para comprender la funcién de Mtch2 en el testiculo. Hoy dia
sabemos que Mtch2 interactua con la proteina tBid (Katz et al 2012), y se han propuesto
modelos triméricos en los que también se involucra a Bax (Grinberg et al 2005); sin embargo,
los resultados de otros autores (Leibowitz-Amit et al., 2006; Kulyté et al., 2011) nos

advierten de que quizas la escena sea mucho mas amplia de lo que pensamos.
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Sin dudas es el momento de integrar toda la informacidn disponible con el dnimo de
comenzar a revelar a Mtch2 como un nuevo actor involucrado en los eventos moleculares

gue interconectan el metabolismo mitocondrial con la MCP.
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Anexo

ANEXOQO: Secuencias

>Mtch2

CGACACGTGATCTGGAACCGGCTGTGTCGCTTGGTGACTCCGTCTGTCCGTCCGTCCGCGGGTGCCATCATGGCGGACGCGGC
CAGTCAGGTGCTCCTGGGCTCCGGTCTCACCATCCTGTCCCAGCCGCTCATGTACGTGAAAGTGCTCATCCAGGTGGGATATG
AGCCTCTTCCTCCAACAATAGGACGGAATATTTTTGGGCGACAAGTATATCAGCTTCCTGGCCTCTTTTGCTATGCTCAGCAC
ATTGCAAGCATCGATGGGAAGCGTGGGCTGTTCACAGGCTTAACTCCAAGACTGTGTTCAGGAGTCCTTGGAACTGTGGTCCA
TGGTAAAGTTTTACAGTATTACCAGGAGTGTGAGAAACCTGAGGACTTAGGATCTGCAAATGTACAAAAAGAATATCCATCCT
CCTTTGACCGAGTTATCAAAGAGACAACTCGAGAGATGATTGCTCGTTCTGCTGCTACCCTCATTACACATCCCTTCCACGTG
ATTACTCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAGAGAGTCTAAGTACTGCGGACTGTGTGACTCCATAGTAACCATCTACCG
GGAAGAAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCATTCCTCGCCTCCTAGGTGACATCATTTCTTTGTGGCTGTGTAACTCAC
TGGCTTATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGTGGGGTCTCTACCATGAATGAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTGTCACA
GGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCTAATCTTATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGG
ATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGTGCATGCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAA
ACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGTGACCTGAGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAGCAGGG
ACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAATGTTGATTTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAAT
CATTTAAT

EN AMARILLO REGIONES UTR, EN GRIS REGION CODIFICANTE Y EN VERDE REGION 3'UTR AUSENTE EN LA ISOFORMA DE
MTCH2 AQUI DESCRITA.

>clonly?2

TCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAGAGAGTCTAAGTACTGCGGACTGTGTGACTCCATAGTAACCATCTACCGGGAAG
AAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCATTCCTCGCCTCCTAGGTGACATCATTTCTTTGTGGCTGTGTAACTCACTGGCT
TATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGTGGGGTCTCTACCATGAATGAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTGTCACAGGATT
CTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCTAATCTTATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGGATCTC
CTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGTGCATGCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAAACAGC
TTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGTGACCTGAGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAGCAGGGACAGT
GACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAATGTTGATTTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAATCATTT
AATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAARA

>clon 3

GCTACCCTCATTACACATCCCTTCCACGTGATTACTCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAGAGAGTCTAAGTACTGCGG
ACTGTGTGACTCCATAGTAACCATCTACCGGGAAGAAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCATTCCTCGCCTCCTAGGTG
ACATCATTTCTTTGTGGCTGTGTAACTCACTGGCTTATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGTGGGGTCTCTACCATGAAT
GAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTGTCACAGGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCTAATCTTAT
GGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGGATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGTGCATGC
TACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAAACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGTGACCTG
AGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAGCAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAATGTTGAT
TTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAATCATTTAATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARARAA
AAAAAA

>clon 4
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ATATGAGCCTCTTCCTCCAACAATAGGACGGAATATTTTTGGGCGACAAGTATATCAGCTTCCTGGCCTCTTTTGCTATGCTC
AGCACATTGCAAGCATCGATGGGAAGCTTGGGCTGTTCACAGGCTTAACTCCAAGACTGTGTTCAGGAGTCCTTGGAACTGTG
GTCCATGGTAAAGTTTTACAGTATTACCAGGAGTGTGAGAAACCTGAGGACTTAGGATCTGCAAATGTACAAAAAGAATATCC
ATCCTCCTTTGACCGAGTTATCAAAGAGACAACTCGAGAGATGATTGCTCGTTCTGCTGCTACCCTCATTACACATCCCTTCC
ACGTGATTACTCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAGAGAGTCTAAGTACTGCGGACTGTGTGACTCCATAGTAACCATC
TACCGGGAAGAAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCATTCCTCGCCTCCTAGGTGACATCATTTCTTTGTGGCTGTGTAA
CTCACTGGCTTATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGTGGGGTCTCTACCATGAATGAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTG
TCACAGGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCTAATCTTATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCT
GGTGGATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGTGCATGCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCG
AGGAAACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGTGACCTGAGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAG
CAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAATGTTGATTTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTA
ATAATCATTTAATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>clon 5

CTGTGTTCAGGAGTCCTTGGAACTGTGGTCCATGGTAAAGTTTTACAGTATTACCAGGAGTGTGAGAAACCTGAGGACTTAGG
ATCTGCAAATGTACAAAAAGAATATCCATCCTCCTTTGACCGAGTTATCAAAGAGACAACTCGAGAGATGATTGCTCGTTCTG
CTGCTACCCTCATTACACATCCCTTCCACGTGATTACTCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAGAGAGTCTAAGTACTGC
GGACTGTGTGACTCCATAGTAACCATCTACCGGGAAGAAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCATTCCTCGCCTCCTAGG
TGACATCATTTCTTTGTGGCTGTGTAACTCACTGGCTTATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGTGGGGTCTCTACCATGA
ATGAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTGTCACAGGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCTAATCTT
ATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGGATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGTGCAT
GCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAAACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGTGACC
TGAGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAGCAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAATGTTG
ATTTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAATCATTTAATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>clon 6

ATGAATGAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTGTCACAGGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCTAA
TCTTATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGGATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGT
GCATGCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAAACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGT
GACCTGAGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAGCAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAAT
GTTGATTTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAATCATTTAATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARARAA
AAAAAA

>clon 7

GTTCTGCTGCTACCCTCATTACACATCCCTTCCACGTGATTACTCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAGAGAGTCTAAG
TACTGCGGACTGTGTGACTCCATAGTAACCATCTACCGGGAAGAAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCATTCCTCGCCT
CCTAGGTGACATCATTTCTTTGTGGCTGTGTAACTCACTGGCTTATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGTGGGGTCTCTA
CCATGAATGAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTGTCACAGGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCT
AATCTTATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGGATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTG
GTGCATGCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAAACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATT
GTGACCTGAGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAGCAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGA
ATGTTGATTTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAATCATTTAATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANA
AAAAAAA

>clon 8

GCTGCTACCCTCATTACACATCCCTTCCACGTGATTACTCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAGAGAGTCTAAGTACTG
CGGACTGTGTGACTCCATAGTAACCATCTACCGGGAAGAAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCATTCCTCGCCTCCTAG
GTGACATCATTTCTTTGTGGCTGTGTAACTCACTGGCTTATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGTGGGGTCTCTACCATG
AATGAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTGTCACAGGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCTAATCT
TATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGGATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGTGCA
TGCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAAACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGTGAC
CTGAGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAGCAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAATGTT
GATTTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAATCATTTAATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AA

>clon 9 (secuencia parcial)
ATTTGTGATGATGCCCTTGAAAAGTGTATCTGTACCTCCTTATCTGGTGACCAGGTTCCTAGGATATTGTCCAGCTCGCATGT

CAGACCCTCAGTGAGGCTTGTTAAAAACACTTACTGGAGGAAAATTCACTTTACAATGAAAATTCTCAACTCAGGCATTGAGA
TTCTATTCACTCAGGCCTTTTAACGTCAGGTTAAAATGCTCGTAAGATGAGAAAGCCCTAAGGTGTCAATTGTTTAAGTAAAT
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TCACTGGTACTTTGCCAAATGAGTAAGCACTGACTTTGCTGCTTTTAGACTTCTGTCAATGCAGCAGAGGCCATGATGTTAGG
TAGTGTGAGCGAGCAGGGTCTTCTGCTCAGGGTTAGGGAGGGATGCAACCAGAAGCTCATAAGTAGCTTAGTTTGAAATGTCT
TTGATGTCAAAAGTACTTTGTCTCAAAAGTAATGTAAATTTTATATTCTATTCAATACTATCTGCATCTGTTTTAATATAAAA
CATGTTTTGCATTACCTACTCTTTTCTCCCAAAAAAAGGTCAAGTAAAAATGATCTAGGAAAATGCAAAAAAAAAAAAAAAAA

>clon 10

ATGATTGCTCGTTCTGCTGCTACCCTCATTACACATCCCTTCCACGTGATTACTCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAG
AGAGTCTAAGTACTGCGGACTGTGTGACTCCATAGTAACCATCTACCGGGAAGAAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCA
TTCCTCGCCTCCTAGGTGACATCATTTCTTTGTGGCTGTGTAACTCACTGGCTTATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGT
GGGGTCTCTACCATGAATGAAATGAAAAGTTATTCCCAAGCTGTCACAGGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGT
GCTTGTATCTAATCTTATGGCTGTTAACAACTGTGGGCTTGCTGGTGGATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGA
TAGATTGCTGGTGCATGCTACAAAAAGCGGGAAATATGAGCCGAGGAAACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAG
ACTTACTATTGTGACCTGAGAATGTTAATTTGAAGATGTGGAGCAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATT
ATGGGAGAGAATGTTGATTTCTATACAGTGGCACGCTTTTTTAATAATCATTTAATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAARNA
AAAAAAAAAAAAA

>clon 11

CGACACGTGATCTGGAACCGGCTGTGTCGCTTGGTGACTCCGTCTGTCCGTCCCGTCCGCGGGTGCCATCATGGCGGACGCGG
CCAGTCAGGTGCTCCTGGGCTCCGGTCTCACCATCCTGTCCCAGCCGCTCATGTACGTGAAAGTGCTCATCCAGGTGGGATAT
GAGCCTCTTCCTCCAACAATAGGACGGAATATTTTTGGGCGACAAGTATATCAGCTTCCTGGCCTCTTTTGCTATGCTCAGCA
CATTGCAAGCATCGATGGGAAGCGTGGGCTGTTCACAGGCTTAACTCCAAGACTGTGTTCAGGAGTCCTTGGTAACTGTGGTC
CATGGTAAAGTTTTACAGTATTACCAGGAGTGTGAGAAACCTGAGGACTTAATAATCATTTAGGATCTGCAAATGTACAAAAA
GAATATCCATCCTCCTTTGACCGAGTTATCAAAGAGACAACTCGAGAGATGATTGCTCGTTCTGCTGCTACCCTCATTACACA
TCCCTTCCACGTGATTACTCTGAGGTCCATGGTACAGTTTATCGGCAGAGAGTCTAAGTACTGCGGACTGTGTGACTCCATAG
TAACCATCTACCGGGAAGAAGGCATCGTAGGATTTTTTGCGGGCCTCATTCCTCGCCTCCTAGGTGACATCATTTCTTTGTGG
CTGTGTAACTCACTGGCTTATCTCATCAATACCTATGCACTGGACAGTGGGGTCTCTACCATGAATGAAATGAAAAGTTATTC
CCAAGCTGTCACAGGATTCTTTGCCAGTATGTTGACATATCCCTTTGTGCTTGTATCTAATCTTATGGCTGTTAACAACTGTG
GGCTTGCTGGTGGATCTCCTCCTTACTCCCCAATATATACTTCTTGGATAGATTGCTGGTGCATGCTACAAAAAGCGGGAAAT
ATGAGCCGAGGAAACAGCTTGTTTTTCCGGAAGGTTCCTTGTGGGAAGACTTACTATTGTGACCTGAGAATGTTAATTTGAAG
ATGTGGAGCAGGGACAGTGACATTTCTATAGTCCCAATGCACAGAATTATGGGAGAGAATGTTGATTTCTATACAGTGGCACG
CTTTTTTAATAATCATTTAATCTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANAAAA
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