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RESUMEN

La espermatogénesis en los mamiferos es un proceso aun pobremente
comprendido al nivel molecular. La heterogeneidad celular del testiculo representa
una de las mayores dificultades para su estudio, especialmente cuando el interés se
centra en estadios usualmente breves y escasamente representados a nivel del
epitelio seminifero como los de profase meittica temprana [leptoteno (L) y cigoteno
(2)]. Presumiblemente, en estos estadios ya se expresan genes involucrados en
eventos meidticos criticos como el alineamiento, apareamiento y recombinacion de
los cromosomas homologos.

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la profase meidtica temprana
en mamiferos, hemos indagado en modelos alternativos a la rata y el raton,
habiendo encontrado que el cobayo (Cavia porcellus) es un modelo especialmente
atractivo. Un analisis detallado de su primera onda espermatogénica mediante
citometria de flujo (CMF), mostr6 que el testiculo de cobayo presenta una
representacion significativamente mayor de meiocitos cursando L/Z, debido tanto a
su mayor duracion como al mayor numero de células que ingresan en meiosis.
Ademas, encontramos una interesante peculiaridad en los perfiles citométricos
obtenidos para cobayo, en los cuales es posible distinguir claramente dos
subpoblaciones de meiocitos primarios: los tempranos (L/Z) y los mas avanzados
(paquiteno y diploteno, P/D). Esta clara distincion aun en individuos maduros, no
tiene precedentes y ha permitido la clasificacion mediante CMF de subestadios
meioticos en altisimo grado de pureza. Las células purificadas fueron posteriormente
empleadas para iniciar analisis de expresion génica diferencial, y permitiran, por
primera vez, la caracterizacion de ARNm diferenciales de profase meidtica
temprana.

Por otra parte, los estudios preliminares de transcripcion realizados
(representativos de aproximadamente un 13% del transcriptoma) han permitido la
obtenciéon de un elevado numero de bandas de ADNc diferenciales de la profase
meiodtica temprana. Esto sugiere la existencia de importantes niveles de transcripcion
también durante las primeras etapas de la profase meidtica | y no sélo durante el
estadio de P, como habia sido propuesto por otros autores en base a estudios que

no incluian estas etapas tempranas.



I. INTRODUCCION

I.1. Generalidades de la meiosis. La meiosis en el marco de la
espermatogénesis. Definicion de etapas y descripcion de

estructuras

La meiosis es un tipo de division celular especializada presente en todos los
organismos eucariotas con reproducciéon sexual, desde las levaduras hasta los
mamiferos. Mientras que en las levaduras se da en respuesta a una carencia de
nutrientes, y su producto constituye la fase haploide de su ciclo de vida, en los
eucariotas superiores, que se reproducen sexualmente, ocurre dentro del proceso de
formacion de gametos, o gametogénesis. La espermatogénesis, en particular, es un
complejo proceso que conduce a la formacién de gametos masculinos en las
gonadas correspondientes, y puede subdividirse en tres grandes etapas: a)
proliferacion mitdtica de las espermatogonias, b) divisiones meidticas de los
espermatocitos, y c) espermiogénesis (Fig. 1.1).

Considerando los organismos diplontes, a diferencia de la mitosis, que tiene
lugar en todas las células somaticas, la meiosis ocurre unicamente en las células de
la linea germinal y consiste en dos divisiones celulares consecutivas, precedidas de
una unica duplicacion del material genético. Mientras la primera divisidbn meiotica es
reduccional y presenta caracteristicas unicas, la segunda es ecuacional y se
asemeja a una mitosis. Como resultado de ambas divisiones se obtienen cuatro
células haploides, con un unico juego de cromosomas, que se diferenciaran dando
lugar a los gametos. La meiosis, por lo tanto, permite el mantenimiento del nimero
cromosomico de la especie, que es restablecido al fusionarse los gametos masculino
y femenino durante la fecundacion con la formacion del cigoto.

Ademas de la evidente importancia de su caracter reduccional, durante la
meiosis ocurren importantes reordenamientos de la informacién genética a través de
la recombinacion homodloga, mediados por procesos de ruptura y reunidon que
conducen al intercambio reciproco de material entre cromatidas homologas. Esto
representa una fuente fundamental de variabilidad genética, como se expondra mas

adelante.
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Figura 1.1.- Representacion esquematica de las tres grandes etapas de la
espermatogénesis, mostrando los tipos celulares presentes en el epitelio seminifero,

representativos de cada etapa (extraido de Meistrich, 1977).

La primera division meidtica es Unica por mantener asociadas las cromatidas
hermanas a nivel de sus centrdmeros, mientras que los cromosomas homologos se
comportan coordinadamente, migrando a polos opuestos. Esta coordinacion en el
comportamiento cromosomico depende de complejos procesos y elaboradas
estructuras, que vienen siendo estudiadas con gran interés. Durante la segunda
division meidtica las cromatidas hermanas pierden sus conexiones centromeéricas y
segregan a polos opuestos.

La meiosis | se caracteriza por una extensa profase que ha sido subdividida
en cinco estadios para facilitar su descripcion. Durante el primero de dichos
estadios, leptoteno (L), se organiza un eje de naturaleza proteica a lo largo de cada
cromosoma, de forma previa al apareamiento de los cromosomas homdlogos. A
estos ejes se les conoce como ejes cromosémicos simples o elementos axiales
(EAs). La cromatina se encuentra dispuesta como finos filamentos, que en muchas
especies es imposible identificar como cromosomas individuales. Es también
durante L que los extremos teloméricos insertos a nivel de la periferia nuclear se

mueven en el plano de la envoltura nuclear, comenzando a agruparse (Moses,



1968). En la transicion al estadio siguiente, el cigoteno (Z), los telémeros llegan a
agruparse en un sector limitado de la envoltura nuclear, lo cual conduce a una
peculiar conformacion cromosémica que recuerda a un arreglo floral, y que se ha
denominado bouquet (Esponda y Giménez-Martin, 1972; Schertan, 2007). Ha sido
sugerido que esta disposicion peculiar de los telémeros durante la profase facilitaria
el reconocimiento cromosémico y el apareamiento estable de los homdlogos (Zickler
y Kleckner, 1998), ya que es durante Z que los cromosomas homologos comienzan
a aparearse (sinapsis homoéloga), y los EAs pasan a constituir, en tramos de longitud
creciente, los elementos laterales (ELs) de estructuras mas cpmplejas: los complejos
sinaptonémicos (CSs) (von Wettstein et al., 1984; Kleckner, 2006; Zickler, 2006;
Cohen et al., 2006). Los CSs son complejos macroproteicos especificos de la
meiosis que al microscopio electrénico (ME) de transmision se observan como
estructuras tripartitas integradas por dos ELs y un elemento central o medial (EM)
(Fig. 1.2). Los ELs y el EM se mantienen unidos por finas fibras denominadas
filamentos transversos (Wettstein y Sotelo, 1971; Schmekel y Daneholt, 1995).

En los estadios de L y Z pueden observarse, como primer signo citolégico del
proceso de recombinacién, complejos proteicos conocidos como ndédulos de
recombinacion tempranos que marcarian todos los sitios donde ocurren reacciones
relacionadas con el intercambio de hebras. En la siguiente etapa, paquiteno (P), los
cromosomas se encuentran totalmente sinapsados de un extremo a otro, lucen mas
cortos y gruesos, y la configuracion en bouquet comienza a desarmarse (Fig. 1.3.A).
Es durante este estadio que tiene lugar la recombinacién homaéloga o crossing over,
que aparece también mediada por los CSs, y que conduce al intercambio reciproco
de material entre las cromatidas homdlogas apareadas, como se menciond
anteriormente. Los ndédulos de recombinacién tardios pueden observarse durante P,
y son menores en numero a los noédulos tempranos detectados en L/Z, ya que se
corresponden con aquellos intercambios que son efectivamente resueltos como

cross-overs (Moens et al., 2007; revision por Handel y Schimenti, 2010).
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Figura 1.2.- A, Esquematizacién de los cambios en la organizacién de la cromatina y
estructuras asociadas, desde finales de la interfase premeidtica hasta el estadio de
paquiteno de la primera profase meidtica (extraido de De Robertis y De Robertis, 1981). B,
CS de Grillus argentinus observado al microscopio electrénico. EL, elemento lateral; EM,
elemento medial; FT, filamentos transversos; AC, asas de cromatina (microfotografia

obtenida en el Departamento de Biologia Molecular del [IBCE).

La recombinacion homdloga representa una importante fuente de variabilidad
genética, y por lo tanto, de biodiversidad, por las siguientes razones: a) genera el
intercambio de fragmentos génicos de origen paterno y materno; b) incorpora
durante el proceso posibles errores o modificaciones; c) es cuantitativamente
importante, dado que necesariamente existira al menos un punto de recombinacion
(usualmente varios) por cromosoma (la ocurrencia de al menos un evento de
crossing over por par cromosomico resulta crucial para una correcta segregacion de
homologos durante la metafase | y, la no ocurrencia, de aneuploidias); d) es

trascendente, dado que al producirse en los gametos, de ser éstos viables,
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transmitiran la modificacion génica a la descendencia y, a través de ella, a la
poblacion y a la especie. De este modo, la recombinacién constituye, junto a los
procesos de mutacion y segregacion, uno de los principales sustratos de la
evolucion. Desde un punto de vista genético, el generar nuevas combinaciones de
genes ligados y no ligados, es la principal consecuencia de la reproduccion sexual
(Rice y Chippindale, 2001).

La recombinacion continua hasta el siguiente estadio, el diploteno (D), durante
el cual los CSs se desensamblan y los homélogos comienzan a separarse, al
desaparecer las cohesinas que se encontraban uniendo a los homdélogos (Buonomo
et al., 2000). En esta etapa los cromosomas permanecen, en general, unidos en
varios puntos denominados quiasmas, que representarian la evidencia morfolégica
de los intercambios que tuvieron lugar (sitio de ruptura y reunidn reciproca entre
cromatidas no hermanas) (Fig. 1.3.B).

En la ultima etapa, la diacinesis, los centromeros se separan y los
cromosomas se mantienen unidos Uunicamente por los extremos de las cromatidas.

Los procesos de alineamiento, sinapsis y recombinacién que tienen lugar en
los meiocitos primarios o meiocitos | (diploides, y con contenido de ADN=4C)
durante la profase |, son esenciales ya que aseguran la correcta segregacion
cromosOmica en la primera division meidtica. Su alteracion suele tener
consecuencias deletéreas para la meiosis pudiendo incluso ocasionar infertilidad
(Hunt, 2006). Luego de culminada la profase meidtica | tiene lugar la metafase |,
marcada por la migraciéon de los cromosomas hacia la placa ecuatorial. En la
anafase | los cromosomas homoélogos se segregan, dando lugar, en la telofase |, a
dos células hijas denominadas meiocitos secundarios o meiocitos Il (haploides, pero
con contenido de ADN=2C). Finalmente, la segunda division meidtica lleva a la
separacion de las cromatidas hermanas obteniéndose, como resultado, cuatro
células haploides con contenido de ADN=C, llamadas espermatidas redondas en el

proceso de espermatogénesis (ver fig. |.3.A).
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Figura 1.3.- A, Esquematizacion del proceso de meiosis. Se muestran los principales
estadios que componen la extensa y compleja profase |, y las dos divisiones consecutivas
que resultan en células con un unico complemento cromosémico (adaptado de De Robertis
y De Robertis, 1981). B, Microfotografia mostrando cromosomas extendidos provenientes de
un nucleo meidtico en estadio de diploteno, en los que se pueden apreciar los quiasmas o
sitios en que tuvo lugar el intercambio reciproco de material genético entre los cromosomas

homologos (extraido de De Robertis y De Robertis, 1981).

Centrandonos en el proceso de espermatogénesis en mamiferos, la ultima
etapa dentro de este proceso se denomina espermiogénesis. La diferenciacion de
las espermatidas hacia espermios maduros es un ejemplo clasico de diferenciacion
terminal, que resulta sumamente interesante dados los cambios morfolégicos
sufridos durante la misma. Las espermatidas resultantes de la segunda division

meiotica son células redondas que carecen de flagelo. Mediante la espermiogénesis,
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estas células adquieren las estructuras que seran funcionales en lo referente a la
motilidad y la interaccidon con el gameto femenino. Los cambios mas relevantes son:
a) se genera la vesicula acrosomica a partir del aparato de Golgi; b) el acrosoma
forma una caperuza sobre la superficie nuclear; c) el nucleo rota posicionando al
acrosoma hacia la membrana basal y al centriolo hacia la luz del tabulo; d) se
comienza a formar el flagelo a partir del centriolo; €) el nucleo se aplana; f) el
material nuclear se condensa; g) se elimina gran parte del citoplasma; h) las
mitocondrias forman un anillo en la base del flagelo. Finalmente, los

espermatozoides maduros son liberados a la luz de los tubulos seminiferos.



.2. Caracteristicas del testiculo. Dificultades implicitas para avanzar
en el conocimiento molecular de la meiosis, y de la

espermatogénesis en general.

En los tubulos seminiferos de los mamiferos adultos coexisten mas de 30
tipos de células diferentes, si se consideran tanto las células de la linea germinal
como las células somaticas, a saber: varios tipos de espermatogonias (revisado por
de Rooij, 2001), meiocitos primarios en diferentes etapas de la primera profase
meidtica, meiocitos secundarios, espermatidas redondas, espermatidas en
diferentes fases de elongacion, espermatidas elongadas, y células de Sertoli (Fig.
[.4). A su vez, los tubulos se encuentran rodeados de células mioides peritubulares e
inmersos en un estroma que contiene células de Leydig ademas de vasos capilares

y linfaticos con macrofagos, fibroblastos, mastocitos, linfocitos, eritrocitos, etc.

Type B

cell Type A; spermatogonium

spermatogonium

Figura 1.4.- Esquema de una seccion transversal de tubulo seminifero de mamifero,
mostrando la gran heterogeneidad celular. Obsérvese el relacionamiento de las células de
Sertoli (nodrizas) con las de la linea germinal en el epitelio seminifero. A medida que las
células maduran, progresan hacia la luz del tubulo. También se observa en este esquema la
naturaleza sincitial de este epitelio con clonas de células unidas a través de puentes

citoplasmicos (extraido de Dym, 1977).



En los cortes transversales de tubulos seminiferos se encuentran células
cursando diferentes estadios espermatogénicos y formando un numero definido de
asociaciones celulares, que fueron determinadas en el pasado para varias especies
de mamiferos (Leblond y Clermont, 1952; Clermont, 1960, 1963), y cuya secuencia
ordenada constituye un ciclo del epitelio seminifero.

Las divisiones mitéticas de las espermatogonias se caracterizan por presentar
citoquinesis incompletas, lo que origina la formacién de un sincitio con células unidas
por puentes citoplasmicos (Dym y Fawcett, 1971). Esta fase proliferativa es de
caracter continuo en la pared epitelial de los tubulos seminiferos produciendo las
sucesivas divisiones grupos isdégenos o clonas de células interconectadas
(cohortes). Durante el transcurso de la fase proliferativa algunas clonas inician la
fase de maduracion y se observa el pasaje sincronizado de un estadio
espermatogénico a otro dentro de cada cohorte (Fig. 1.4). Se ha postulado que el rol
bioldgico de los puentes citoplasmicos en el epitelio seminifero es el de mantener la
sincronia molecular y estructural de las células durante la maduracidon, ya que
permiten el pasaje de iones, moléculas e incluso organelos entre las células
interconectadas (Fawcett et al., 1959; Braun et al., 1989; Ventela et al., 2003).

La naturaleza heterogénea del testiculo ha representado una importante
dificultad para el logro de avances en el conocimiento de la expresidén génica
estadio-especifica durante la espermatogénesis. Esta dificultad ha motivado el
desarrollo de estrategias experimentales para sortearla, las cuales seran expuestas
con mayor detalle en la siguiente seccién. A modo de ejemplo, el uso de muestras
de testiculo total de animales de diferentes edades (Schultz et al., 2003; Shima et
al., 2004), y la purificacion de diferentes poblaciones de células germinales (Pang et
al., 2003; Wu et al., 2004), en combinacién con métodos comparativos de expresion
génica (hibridacion sustractiva, display diferencial de ARNs, y especialmente los
microarreglos), han permitido la identificacion de un numero creciente de genes
vinculados a la formacién del gameto masculino y aportado un panorama mas claro
sobre los programas de expresion subyacentes (revision por Wrobel y Primig, 2005).

Dada la complejidad del proceso espermatogénico y el requerimiento de una
fina regulacion del mismo, es esperable observar cambios importantes a nivel de la
expresion geénica durante su desarrollo. Efectivamente, se ha podido determinar que
a lo largo de la espermatogénesis existen tres grandes ondas de transcripcion de

genes relacionadas con las tres etapas previamente mencionadas: 1) la proliferacion
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mitética de las espermatogonias; 2) la meiosis; y 3) el proceso de maduracién de
células germinales pos-meiéticas (revision por Wrobel y Primig, 2005).

En relacion a los genes de expresion especifica o mayoritaria de la meiosis,
cabe destacar que la mayoria de la informacion disponible corresponde a la primera
profase meidtica media a avanzada (P), por ser muy extensa y, en consecuencia,
tener una buena representaciéon celular en el epitelio seminifero. A ello se suma el
hecho que los meiocitos cursando P son células muy grandes y densas, lo cual ha
facilitado su purificacidn o enriquecimiento mediante diferentes métodos (ver
siguiente seccion). Por ejemplo, estudios de microarreglos han senalado la
existencia de un importante pico de expresion génica en P, concluyendo que P es el
principal momento de transcripcion durante la meiosis (Schultz et al. 2003; Shima et
al. 2004). Sin embargo, es importante sefialar que estos resultados surgen de la
comparaciéon de poblaciones testiculares enriquecidas en espermatocitos
paquiténicos con células premeidticas (espermatogonias), somaticas (Sertoli y
Leydig) o pos-meioticas (espermatidas redondas), pero no se ha podido abordar la
comparacién con poblaciones celulares enriquecidas en otras etapas de la profase
meidtica, como L/Z (usualmente muy breves y escasamente representadas a nivel
celular), sobre las que aun persiste un vacio de informacion.

Otra importante dificultad para el avance en el conocimiento molecular de la
meiosis en el marco de la espermatogénesis, es que aun no se han logrado
desarrollar sistemas de cultivo celular que permitan una reproduccién eficiente de
este proceso in vitro, si bien se continua trabajando en el tema y se han logrado
algunos avances (revisiones por Sofikitis et al., 2005 y Stukenborg et al., 2009).
Numerosos estudios han revelado importantes bloques de informacién sobre las
condiciones generales que favorecen el mantenimiento y la maduracion de las
células germinales masculinas in vitro: a) una temperatura de cultivo de 35°C; b) el
co-cultivo con células somaticas testiculares; y c) el uso de material proveniente de
individuos aun inmaduros. Sin embargo, existen otros factores relevantes que
exceden a estas condiciones basicas. Por ejemplo, estudios in situ de la
espermatogénesis han puesto de manifiesto que el arreglo espacial de las células
testiculares es de enorme importancia para la regulacion y completa maduracion de
las células germinales masculinas (revisién por Wistuba et al., 2007). Esto ha
motivado el desarrollo de sistemas de cultivo 3D, en intentos de imitar la

organizacion espacial del epitelio seminifero (Hofmann et al., 1992; Lee et al., 2006,
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2007, 2011; Stukenborg et al., 2008, 2009), los que resultan mas prometedores que

los cultivos celulares convencionales (revision por Stukenborg et al., 2009).
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.3. Estudio de la meiosis en el marco de la espermatogénesis:

abordajes metodolégicos y aportes de la citometria de flujo

I.3.a. Abordajes metodolégicos

En términos generales, puede afirmarse que se han empleado dos estrategias
diferentes para obtener poblaciones celulares purificadas o enriquecidas en
diferentes estadios espermatogénicos (en particular meioticos) y superar las
dificultades mencionadas en la seccién anterior, en especial las inherentes a la
heterogeneidad tisular:

1) El uso de testiculos enteros de individuos juveniles de diferentes edades,
con la primera onda espermatica incompleta, enriquecidos en diferentes estadios
espermatogénicos, segun su edad. En estos estudios se comparan los niveles de
ARNmM entre juveniles con diferente grado de maduracion testicular y los cambios
observados se atribuyen a la poblacion celular predominante en cada caso. Este
abordaje ha permitido la obtencion de una considerable cantidad de informacién
sobre los patrones de expresion diferencial durante Ila primera onda
espermatogénica (Vilardell et al., 1989; Thomas et al., 1989; Almstrup et al., 2004;
Maratou et al., 2004; Shima et al., 2004; Iguchi et al., 2006). No obstante, la
distincion inequivoca de los tipos celulares responsables de los cambios observados
en la expresidén génica requiere de otros ensayos (por ejemplo, hibridacion in situ e
inmunocitoquimica).

2) El uso de técnicas de separacion celular basadas en las diferencias de
tamafio y densidad que existen entre diferentes tipos celulares provenientes de
testiculo (Meistrich, 1977). Dentro de esta categoria, las mas utilizadas han sido la
separacion mediante Staput (Lam et al., 1970; Go et al., 1971; Romrell et al., 1976) y
la elutriacién (Meistrich, 1977). La técnica de Staput se basa en la decantacion
gravimétrica de células en un gradiente de albumina: las células son cargadas en
una camara de separacion, luego se les deja decantar sobre el gradiente durante un
periodo minimo de 2,5 hs, y se procede a la colecta de fracciones lograndose la
separacion de ciertos tipos celulares, principalmente en base a sus diferentes
tamanos. En la elutriacion se emplea un rotor de centrifuga con camara unica lateral
(elutriador) en el interior del cual se establece un gradiente de flujos. La particula
(célula) se mueve a una posicidén en la cual el flujo compensa exactamente la tasa

de sedimentacion. Si la tasa de sedimentacion de la particula es menor que el menor
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flujo dentro de la camara, la misma es expulsada y colectada. Comparativamente, la
elutriacion es un método mas rapido que el Staput, y el rendimiento es mayor. Se ha
determinado que permite la separacion de meiocitos P y espermatidas redondas con
una pureza que ronda el 80% (Meistrich, 1977). Si bien la obtencién de fracciones
enriquecidas en otros estadios celulares es posible, el grado de pureza logrado es

mucho menor (Romrell et al., 1976).

Como se menciond en la seccion anterior, la facilidad relativa para obtener
poblaciones enriquecidas en meiocitos paquiténicos en comparacion con otros
estadios meidticos se basa en que el P es la etapa de la primera profase meittica de
mayor duracion, constituyendo el estadio meidtico mas representado en las
observaciones microscopicas de cortes transversales de tubulos seminiferos, y a
que los meiocitos cursando P poseen mayor tamafo y densidad que otros tipos
celulares presentes en los tubulos seminiferos, lo que permite el enriquecimiento en
estas células. Ello explica que la gran mayoria de los genes identificados hasta hoy
como de expresidn diferencial en la primera profase meidtica hayan sido
identificados a partir del estadio de P.

Dado que los métodos de separacion celular permiten la obtencion de
poblaciones celulares altamente enriquecidas en células espermatogénicas
cursando ciertos estadios de maduracion, los estudios de expresion génica
diferencial basados en estos métodos pueden revelar con mayor precision los
transcriptos presentes en determinado tipo celular (Geisinger et al., 2002, 2005). Sin
embargo, dichas metodologias implican laboriosos procedimientos de preparacion
celular y posible afectacion de los niveles de expresidon génica. Estos podrian verse
alterados (por ejemplo, a causa de la posible degradacion de ARNm de vida corta)
durante el proceso de purificacion (Wrobel y Priming, 2005). En algunos casos, dos
técnicas diferentes de separacion celular han sido secuencialmente utilizadas para
aumentar el nivel de pureza obtenido, como elutriacion seguida por centrifugacion en
gradiente de Percoll, pero esta estrategia resulta casi impracticable por su
exagerada extension y laboriosidad (Meistrich et al., 1981; Bucci et al., 1986).

Algunas estrategias adicionales han sido ocasionalmente empleadas para la
purificacion de poblaciones celulares especificas de testiculo, como es el caso de la
separacion celular activada magnéticamente (van der Wee et al., 2001; Ryu et al.,
2005; Zhou et al., 2008). Sin embargo, requiere el uso de anticuerpos especificos no
siempre disponibles.
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Otro método, altamente sofisticado y pionero en el area, se basa en los
patrones diferenciales de absorcion de la luz que presentan diferentes sectores de
los tubulos seminiferos (conteniendo diferentes asociaciones celulares) para la
obtencion de estadios espermatogénicos de interés bajo un microscopio de
disecciéon (Kotaja et al., 2004). Las desventajas principales de este método son la
experiencia y pericia que debe poseer el operador (por la fina manipulacion que
exige) y la imposibilidad de separar los diferentes estadios celulares que se
encuentran asociados en un determinado sector del tubulo.

Alternativamente, ciertos organismos en particular han permitido utilizar
estrategias especificas para obtener poblaciones homogéneas y estudiar aspectos
de la meiosis masculina, pero dichas estrategias no son aplicables a los mamiferos.
Tal es el caso del lirio, en el cual mediante un shock térmico (golpe de frio) se logra

la sincronizacion de sus anteras (ver secciones 1.4 y 1.5.a).

1.3.b. Aportes de la citometria de flujo

Como se ha mencionado, en los testiculos de mamiferos adultos coexisten
diversos tipos celulares, con diferente contenido de ADN, a saber: células C
(espermatidas en diversas etapas de maduracién, espermios maduros), 2C
(diferentes tipos de espermatogonias en fase G1, meiocitos secundarios, diversas
células somaticas) y 4C (diferentes estadios de meiocitos primarios,
espermatogonias en fase G2). En 1969, Van Dilla y colaboradores demostraron que
las diferencias en el contenido de ADN pueden ser utilizadas, a través de la
citometria de flujo (CMF), como parametro de distincion de diferentes poblaciones
celulares dentro de una suspension celular heterogénea. Estos autores observaron
la relacidn existente entre ploidia e intensidad de fluorescencia en la cuantificacion
de ADN, y generaron histogramas para visualizar las diferentes fases del ciclo
celular (G1, Sy G2). La exposicion de las células a fluorocromos de unién al ADN, y
el posterior analisis de la intensidad de fluorescencia emitida por las células también
ha permitido la discriminacién de diferentes poblaciones celulares de testiculo, en
base a sus diferentes contenidos de ADN (revision por Geisinger y Rodriguez-
Casuriaga, 2010).

La combinacion de dos o mas parametros ha permitido una discriminaciéon
mas fina entre diferentes tipos celulares que poseen igual cantidad de ADN. Por

ejemplo, combinando la informacion sobre el contenido de ADN con la magnitud de
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la dispersion de la luz (que provee informacion sobre los tamafos relativos en forma
analoga a la velocidad de sedimentacion), se han logrado separar poblaciones
celulares testiculares con alto grado de pureza (Grogan et al., 1981). Mas
recientemente, se ha descrito la aplicacién de la citometria de flujo basada en cuatro
parametros citométricos diferentes, para la caracterizacibn y separacion de
poblaciones celulares especificas de testiculo (Malkov et al., 1998). Los parametros
utilizados en este caso fueron: la dispersién frontal o forward scatter (FSC-H), que se
relaciona con el tamafo celular; la dispersion lateral o side scatter (SSC-H), que
refleja la complejidad interna de las células; el area total del pulso o intensidad total
de fluorescencia (FL2-A), indicativo del contenido total de ADN de las células; y el
ancho del pulso o duracion de la emision para cada evento (FL2-W), que se vincula
con el tamafio nuclear. Este analisis multiparamétrico se basa en el hecho que
sumado a las diferencias en contenido de ADN mencionadas, los diferentes estadios
de maduracion de las células germinales masculinas (desde espermatogonias hasta
espermios) presentan grandes variaciones en la estructura de su cromatina (nivel de
compactacion, distribucion espacial), asi como también en su tamano y forma
nuclear.

La CMF ha sido utilizada para estudiar el desarrollo testicular postnatal y la
composicion celular testicular de varias especies de mamiferos, entre ellas ratdon
(Meistrich et al., 1978; Janca et al., 1986; Petit et al., 1995), rata (Clausen et al.,
1982; Van Kroonenburgh et al., 1985; Suter et al., 1997; Malkov et al., 1998),
hamster (Vigodner et al., 2003, 2004), cerdo (Oskam et al., 2008), gato (Neubauer et
al., 2004), y varios primates (Aravindan et al., 1990; Aslam et al., 2002; Wistuba et
al., 2003), incluyendo el hombre (Blanchard et al., 1991; Hittmair et al., 1992).

El analisis por CMF de suspensiones celulares testiculares de especimenes
adultos ha revelado cuatro grandes niveles de fluorescencia, de acuerdo a su ploidia
y nivel de incorporacién del fluorocromo (Meistrich et al., 1978; Janca et al., 1986;
Malkov et al., 1998; Aslam et al., 2002; Wistuba et al., 2003). En consecuencia, los
histogramas resultantes del analisis de estas suspensiones de testiculo provenientes
de adultos presentan cuatro picos principales, que de izquierda a derecha son: un
primer pico aparentemente sub-haploide, y tres picos correspondientes a las
poblaciones celulares con contenido de ADN C, 2C y 4C (Fig. 1.5). Mientras que la
poblacion celular que presenta fluorescencia correspondiente al contenido C
contiene espermatidas redondas y en elongacion, el pico aparentemente sub-
haploide representa espermatidas ya elongadas y espemios maduros. EI menor nivel
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de tincién de estas células ha sido atribuido a los cambios quimicos y morfolégicos
que ocurren durante la maduracion espermatica y la transicion del empaquetamiento
del ADN con histonas al empaquetamiento con protaminas, que ocasiona un nivel de
compactacion mucho mayor de la cromatina. Como resultado de este fenbmeno, el
numero de sitios en el ADN disponibles para la unién de fluorocromos se reduce

(Spand y Evenson, 1993).
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Figura 1.5.- Histograma resultante del analisis de una suspension celular de testiculo de
ratén adulto, representando el niumero de células en cada nivel de fluorescencia. El pico
mas alto corresponde a células con contenido de ADN=C, y el que aparece a su izquierda,
de contenido aparentemente sub-haploide, corresponde a células también haploides
(espermatidas elongadas y espermios maduros), pero que muestran una menor intensidad
de fluorescencia, dada la elevada compactacion de su cromatina (extraido de Malkov et al.,
1998).

Los anadlisis mediante CMF han sido extensamente utilizados en temas
vinculados a la Biologia reproductiva, tanto en humanos como en animales. Los
efectos toxicoldégicos de agentes quimicos, fisicos y ambientales sobre la
reproduccién masculina han sido evaluados a lo largo de la espermatogénesis
(modificaciones en las cantidades relativas de diferentes tipos celulares, alteraciones
en los histogramas) (Jagetia et al., 1996; 1997; Jyothi et al., 2001; Yoon et al., 2003;
Ojha et al., 2008), asi como en ensayos sobre la integridad de la cromatina y calidad
del semen (De luliis et al., 2009). La utilidad de la CMF en el diagnéstico de la
infertilidad masculina en humanos (Clausen y Abyholm, 1980; Hittmair et al., 1994,
Kostakopoulos et al., 1997), y en la capacidad fecundante de animales (Druart et al.,
2009) ha sido claramente puesta en evidencia, pudiéndose encontrar varias

revisiones en el tema (Garrido et al., 2002; Cordelli et al., 2005; Marchesi et al.,
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2007, Evenson et al., 2007). Ademas, se ha logrado discriminar y separar
espermatozoides conteniendo un cromosoma X de aquellos que poseen un
cromosoma Y en base a pequenas diferencias en el contenido de ADN. Esta técnica
es actualmente de uso habitual en ciencias veterinarias para el control del sexo de la
progenie (revision por Garner, 2006; Hamano, 2007; Vazquez et al., 2008; Rath y
Johnson, 2008; Sharpe y Evans, 2009).

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

Sin embargo, salvo algunos ejemplos aislados (Tanaka et al., 2002), la CMF
no ha sido utilizada como un método estandar para obtener poblaciones celulares
espermatogénicas especificas, para su posterior empleo en estudios de expresion

geénica.
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1.4. Principales modelos biolégicos empleados en el estudio de la

meiosis

Entre los modelos tradicionales que permitieron comenzar a entender las
bases moleculares de la meiosis, se encuentran, sin duda, las levaduras. La mayoria
de los estudios a nivel molecular sobre los principales eventos que tienen lugar
durante la meiosis han sido desarrollados en levadura, por tratarse de un organismo
unicelular simple, facilmente cultivable y en el cual se pueden obtener con relativa
facilidad mutantes de interés. Un gran numero de genes implicados en la meiosis ha
sido identificado en levaduras, y sus roles igualmente develados (Chu et al., 1998;
Primig et al., 2000; Roeder y Bailis, 2000; Vershon y Pierce, 2000; Davis y Smith,
2001; Mata et al., 2002; Whitby, 2005; Gregan et al., 2006; Hochwagen y Amon,
2006). Sin embargo, es importante tener presente que en las levaduras la meiosis se
da como respuesta a una deprivacion de nutrientes, y no en el marco de una
gametogénesis. Por otra parte, se ha observado que la conservacion de los
aspectos morfolégicos de la meiosis a lo largo de la escala evolutiva no se mantiene
a nivel molecular, y, en consecuencia, la mayoria de los resultados obtenidos en
levadura no pueden extrapolarse a eucariotas pluricelulares. En efecto, los datos
provenientes de la secuenciacion de genomas de varios eucariotas superiores han
puesto en evidencia que la mayoria de los genes identificados como meiosis-
especificos en levadura, no poseen homélogos en otros genomas. Aparentemente,
la existencia de moléculas con funciones analogas seria un fendbmeno mucho mas
frecuente que la homologia entre secuencias génicas, al comparar levaduras y
eucariotas superiores. Un claro ejemplo de esto lo constituyen las proteinas ZIP1 y
SYCP1, componentes analogos de los CS en levaduras y eucariotas superiores,
respectivamente (Meuwissen et al., 1992; Sym et al.,, 1993; Liu et al., 1996;
Schmekel et al., 1996; Dong y Roeder, 2000). Mas llamativo aun resulta el hecho
que una significativa proporcidn de genes meiosis-especificos de la levadura
Saccharomyces  cerevisiae no son compartidos con la levadura
Schizosaccharomyces pombe, y viceversa (Davis y Smith, 2001; Watanabe et al.,
2001; Whitby, 2005), sugiriendo que al menos algunos de los genes involucrados en
la meiosis son altamente especificos de especie (Watanabe et al., 2001). Ademas,
algunos estudios han evidenciado que no todos los genes relacionados con la

espermatogénesis en los roedores poseen un ortélogo en humano (Lin et al., 2006).
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Este bajo nivel de conservacion podria estar vinculado a la rapida evolucién de las
proteinas relacionadas con procesos reproductivos que llevarian al establecimiento
de barreras reproductivas entre las especies (Swanson y Vacquier, 2002; Clark et
al., 2006).

Drosophila sp en su caracter de organismo modelo, también ha sido utilizado
en estudios sobre meiosis. Al igual que en mamiferos, la meiosis masculina de la
mosca de la fruta ocurre en 6rganos separados (también llamados testiculos) y
existe un paralelismo sorprendente entre los principales estadios espermatogénicos
de mosca y los de ratén o humano. Tales similitudes han motivado el desarrollo de
estudios para determinar si el paralelismo se encuentra también presente a nivel de
los factores moleculares vinculados al proceso meiotico (e.g., Hong et al., 2005;
Bonilla y Xu, 2008). Varios de estos estudios poseen un fuerte componente in silico,
y (si bien la mayor parte de los genes no estan conservados) han conducido a la
identificacion de unos pocos genes de expresion testiculo-especifica que se
encontrarian conservados filogenéticamente en todos los organismos metazoarios
analizados, desde moscas hasta humanos. Dada la baja conservacién de
secuencias vinculadas a procesos reproductivos, el estudio de estos genes
evolutivamente conservados reviste altisimo interés. Algunos de ellos ya eran de
funcidon meidtica/espermatogénica conocida, mientras que otros nuevos,
precisamente por su gran conservacion filogenética, constituyen fuertes candidatos a
ejercer una funcion reguladora en el proceso de gametogénesis masculina (Tanaka
et al., 2000; Deng y Lin, 2002; Tsuda et al., 2003; Xu et al, 2003; Bonilla y Xu, 2008).
Cabe mencionar que la diseccién de los testiculos de Drosophila sp requiere de un
operador experimentado, si bien la distincion de estos 6rganos en el wild type se ve
facilitada por su coloracién amarilla; el desafio suele ser aun mayor en las moscas
blancas mutantes, por la similitud en forma y coloracion que presentan los testiculos
y el intestino (Zamore y Ma, 2011).

Otro organismo modelo cuyo estudio ha contribuido al conocimiento de las
bases moleculares de la meiosis es el nematodo de vida libre Caenorhabditis
elegans. La diseccidbn de los procesos de reconocimiento y apareamiento
cromosomico, y de formacién de cross-overs en esta especie, ha revelado un
elevado nivel de simplificacién en sus mecanismos mei6ticos. A modo de ejemplo,
los sitios cromosémicos necesarios para el apareamiento cromosomico se hallan
concentrados en uno de los extremos de cada cromosoma y los eventos
recombinatorios son resueltos en un unico cross-over por cada par cromosomico.
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Como consecuencia, los resultados obtenidos en C. elegans han permitido una
mejor comprension del comportamiento de los cromosomas meidticos en
organismos mas complejos (revision por Zetka, 2009). Por otra parte, la linea
germinal de C. elegans constituye también un modelo excepcional para el estudio de
los controles moleculares que actuan en el mantenimiento de células madre, en la
transicion del ciclo celular de mitosis a meiosis y, por tratarse de un organismo
hermafrodita, en la eleccion de la identidad sexual del gameto (revision por Kimble y
Crittenden, 2007).

Un modelo que ha caracterizado a un periodo histérico de investigacion es el
lirio, Lilium sp, utilizado durante la década de 1970 por los investigadores Stern y
Hotta, de la Universidad de California en San Diego (U.S.A.) para realizar
interesantes estudios sobre células meidticas en este modelo (ver 1.5.a). La eleccion
de este modelo se debid a la facilidad de sincronizar las anteras mediante un golpe
de frio a fin de obtener poblaciones celulares homogéneas en un tipo celular, y a la
imposibilidad que enfrentaban en esa época los autores para purificar células
meidticas de mamifero (Hotta et al., 1985). Sin embargo, estos estudios quedaron
discontinuados, y llama la atencibn que no hayan sido retomados por otros
investigadores (este hecho puede explicarse, al menos en parte, por las dificultades
que presenta el cultivo de lirio).

El conocimiento de las bases moleculares del proceso meidtico en vegetales
resulta de gran interés, especialmente por las potenciales aplicaciones que puede
generar a nivel productivo para el mejoramiento de cultivos. En ese sentido, el
desarrollo de Arabidopsis thaliana como modelo de investigacion ha permitido la
integracion de diversos abordajes experimentales (citolégicos, genéticos,
moleculares) para el analisis de la meiosis en angiospermas. Esta especie posee un
corto ciclo de vida y es fuente de material durante todo el ano. Ademas, el
conocimiento de su secuencia gendmica y la posibilidad de producir lineas
transformadas con ADN-T (por insercion de transposones) (Feldmann y Marks,
1987; Bechtold et al., 1993; Alonso et al., 2003) han permitido la utilizacién tanto de
la genética directa (forward genetics) como de la reversa para aislar y caracterizar
genes especificos de meiosis (revisiones por Ostergaard y Yanofsky, 2004; Osman
et al., 2006). De este modo, se han encontrado homologos para varios genes
codificantes de proteinas involucradas en la recombinacién meiotica (Klimyuk y
Jones, 1997; Doutriaux et al., 1998; Higgins et al., 2004; Chen et al., 2005; Mercier
et al., 2005), y mas recientemente se identificd, por primera vez en plantas, una

21



proteina componente de los CS (Higgins et al., 2005). Esto ultimo se logré a través
de estudios in silico que buscan la conservacion en la estructura secundaria de las
proteinas (Bogdanov et al., 2003), dada la escasa conservacion en la secuencia
primaria existente entre las proteinas de CS (revision por Osman et al., 2006).

Sin embargo, Arabidopsis, al igual que otras plantas superiores, presenta
cierta dificultad como modelo, dado que si bien la progresiéon de la meiosis en las
células madre de polen se da de forma mas o menos sincronizada, soélo una
pequefia proporcion de las anteras son meiocitos, y sus pequefias dimensiones
dificultan aun mas su purificacion (revisién por Armstrong y Jones, 2003). Debido a
ello, los analisis del transcriptoma en Arabidopsis (Wijeratne et al., 2007) y varias
especies vegetales de interés econdmico como el arroz, el maiz y el trigo (e.g. Wang
et al., 2005; Crismani et al., 2006; Ma et al., 2007; Huang et al., 2009) efectuados
utilizando anteras enteras, resultaron ineficientes para la identificacion de genes
vinculados a la meiosis (Wijeratne et al., 2007). Recientemente, Chen vy
colaboradores (2010) desarrollaron en Arabidopsis un método de aislamiento de
meiocitos mediante coleccion capilar bajo microscopio. Este abordaje posibilitd la
secuenciacion masiva y comparaciéon de ARN de anteras enteras vs. meiocitos
aislados, logrando identificar, por primera vez, un conjunto de genes vegetales
candidatos a ser meiosis-especificos, que se vienen estudiando con gran interés
(Chen et al., 2010).

Considerando los niveles mas evolucionados de la escala zooldgica, es de
gran interés contar con modelos de experimentacién para el estudio de la meiosis a
nivel molecular en estos organismos, apuntando a una mayor comprension de las
bases de la reproduccion de los mamiferos, en general, y de nuestra propia especie,
en particular. Si bien algunos estudios han sido realizados en humanos a partir de
material obtenido de biopsias testiculares (Lin et al., 2006; Ellis et al., 2007; Feig et
al., 2007) o testiculos provenientes de adultos donantes fallecidos o de fetos
abortados (Sha et al., 2002), los roedores han sido los modelos mas frecuentemente
elegidos por razones de caracter practico y ético. A su vez, dentro del orden
Rodentia, la rata y el ratdon, en su caracter de animales tradicionales de
experimentacion, han sido los mas estudiados.

En este sentido, cabe mencionar los estudios de genética tradicional o directa
en raton, para generar e identificar mutantes afectados en su fertilidad y buscar los
genes mutados responsables de determinado fenotipo (Munroe et al., 2000; Ward et
al., 2003; Lessard et al., 2004). Para ello se han utilizado dos encares metodoldgicos
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principales: la mutagénesis aleatoria de células de la linea germinal en el ratén
entero, y de células madre provenientes de embriones. Recientemente, se ha puesto
en marcha el “Programa de Genomica Reproductiva” en The Jackson Laboratory,
que representa un esfuerzo conjunto de colaboracion entre laboratorios para
producir modelos de infertilidad en ratén. Los procedimientos realizados en el marco
de este programa han generado una amplia coleccién de mutantes con diversos
defectos que van desde problemas en el desarrollo de las células germinales (en
muchos casos causando la interrupcion o detencién del proceso en determinada
etapa), hasta modificaciones en la morfologia espermatica (revision por Furnes y
Schimenti, 2007), muchos de Ilos cuales se continuan caracterizando

(http://reprogenomics.jax.orq).

Otro abordaje metodoldgico alternativo muy utilizado en roedores lo
constituyen los estudios de genética reversa en los cuales, a partir del conocimiento
de un fragmento de ADN clonado o secuenciado, se investiga su funcién bioldgica.
Los fragmentos de ADN en estudio pueden provenir, por ejemplo, de estudios de
expresion génica diferencial, en los cuales se manifestaron como especificos de
cierto estadio espermatogénico, como se ha venido aplicando en el Departamento

de Biologia Molecular del IIBCE (Geisinger et al., 1996), y se ampliara mas adelante.
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I.L5. La profase meiodtica: principales avances en el conocimiento

molecular en mamiferos

A pesar de las dificultades expuestas anteriormente, se ha logrado un
importante avance en el conocimiento molecular del proceso meidtico desde las
primeras investigaciones hasta nuestros dias. La aplicacion de técnicas moleculares
ha contribuido enormemente a esos avances, permitiendo conocer y caracterizar a
los componentes de las estructuras involucradas. En particular, los estudios se han
centrado en la profase de la primera divisibn meiodtica, por ser la etapa en la cual
ocurren algunos de los eventos mas llamativos y exclusivos de la meiosis.

Existen numerosos estudios relacionados con la expresion estadio-especifica
de genes durante la espermatogénesis (comparando, por ejemplo, meiosis con
espermiogénesis), tanto a nivel de transcriptos como a nivel de proteinas. Estos
estudios han revelado al testiculo como un sistema muy interesante, dado el gran
numero de genes diferencialmente expresados (revision por Wrobel y Priming,
2005), y los peculiares patrones de regulacion de la expresion génica en las células
germinales (Elliott, 2003; Huang et al., 2005; Iguchi et al., 2006).

Algunos ejemplos clasicos de estudios a nivel de proteinas son la produccién
de anticuerpos monoclonales capaces de reconocer estructuras caracteristicas de
ciertos estadios (Heyting et al., 1989; Offenberg et al., 1991; Smith y Benavente,
1992a; 1992b; Vester et al., 1993; Kralewski et al., 1997; Alsheimer et al., 1998), que
permitieron la identificacion de importantes productos génicos especificos de células
germinales masculinas. Por otra parte, las metodologias para la identificacion de
ARNm diferencialmente expresados, tales como la hibridacion sustractiva (Wang et
al., 2001; Fuijii et al., 2002; Beissbarth et al., 2003), el display diferencial de ARNm
(Geisinger et al., 1996; Anway et al., 2003; Luk et al., 2003; Almstrup et al., 2004), el
SAGE (serial analysis of gene expression) (Yao et al., 2004; Wu et al., 2004; Chan et
al., 2006) y los microarreglos (Yu et al., 2003; Rossi et al., 2004; Maratou et al.,
2004; Almstrup et al., 2004; Shima et al., 2004; Ellis et al., 2007; Feig et al., 2007),
han permitido identificar un alto numero de genes relacionados con el desarrollo y la
diferenciacién de las células germinales masculinas. El desarrollo de la tecnologia
de produccién de ratones mutantes (knock-out y/o knock-down) y su aplicacién a
secuencias génicas cuya expresidbn se considera meiosis-especifica, ha
proporcionado una valiosisima herramienta para el analisis funcional de importantes

proteinas especificas de la meiosis, como los distintos componentes del CS.
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A continuacién, se hara referencia al estado del conocimiento a nivel
molecular de algunos de los principales eventos que tienen lugar durante las
primeras etapas de la profase meidtica, desde su inicio hasta el estadio de

paquiteno.

I.5.a. Inicio de la profase meiética en mamiferos: Estado actual de los

conocimientos

En los mamiferos, la entrada en meiosis en el marco de la espermatogénesis
implica la salida del programa de divisiones mitéticas de las espermatogonias. Una
prolongada fase S premeidtica precede a la primera profase meidtica y aun no se
conocen en profundidad los mecanismos que controlan el inicio y progresion del
programa meiotico.

Tales mecanismos de control son bastante mejor comprendidos en S.
cerevisiae, especie en la cual se ha logrado un panorama mas completo acerca de
la regulacioén transcripcional de los genes involucrados en la meiosis (revision por
Kassir et al., 2003). En esta especie, el principal regulador es el gen Ime1 que
codifica la proteina inductora de meiosis (IME1), y cuya expresion es afectada por
factores nutricionales y dependiente de la respiracion celular (Kassir et al., 1988;
Jambhekar y Amon, 2008). IME1, a través de su interaccion con UMEG6 activa la
transcripcion de genes meidticos tempranos, que codifican para proteinas
necesarias para la sintesis premeidtica de ADN, la sinapsis y recombinacion
homodlogas. Asimismo, se activa la sintesis de otras proteinas como NDT80 e IME2
que a su vez activan la transcripcion de genes meidticos medios requeridos para las
divisiones meidticas y la formacion de esporas, seguidos por los genes tardios,
involucrados en la maduracion de las esporas formadas.

Se ha podido determinar que los genes regulatorios de la transcripcion
meidtica identificados como claves en S. cerevisiae (como Ndt80 e Ime?2), no poseen
ortélogos en los mamiferos. Por otra parte, se observo en el ratdbn un gen con alta
similitud de secuencia a Ime2 (Mak), pero que mostré no ser esencial para la
fertilidad (Shinkai et al., 2002). Estudios del transcriptoma de células meidticas
masculinas de raton realizados en la ultima década, tampoco lograron identificar
genes involucrados en la regulacién del programa meidtico (Schlecht et al., 2004;

Shima et al., 2004).
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El escenario ha comenzado a cambiar habiéndose realizado recientemente
interesantes avances sobre el conocimiento de los factores que determinan la
entrada en meiosis en el raton. Dichos estudios han puesto en evidencia la falta de
conservacion en los mecanismos de regulaciéon meiotica entre la levadura y el raton.
En éste ultimo, la entrada en meiosis se encuentra regulada por el acido retinoico
(AR) (Jambhekar y Amon, 2008) cuya accién esta mediada por un gen de respuesta
al AR altamente conservado, Stra8 (Bowles et al., 2006; Koubova et al., 2006;
Bowles y Koopman, 2007). Tanto el ovario como el testiculo fetal resultan expuestos
al AR proveniente del mesonefros. Sin embargo, sélo en el caso del ovario se
observa la entrada en meiosis en la etapa fetal, ya que las células de Sertoli del
testiculo fetal expresan la enzima CYP26B1, que degrada al AR e impide la
expresion de Stra8, y, en consecuencia, la entrada en meiosis. Se ha planteado que
el ingreso en meiosis de las células germinales en el testiculo adulto también podria
estar controlado, al menos parcialmente, por la expresion estadio-especifica del gen
Cyp26b1. Asimismo, es probable que la regulacion del inicio de la meiosis por AR
también involucre factores intrinsecos de las células germinales, tales como DAZL,
actuando “corriente arriba” de Stra8 en la via de induccion meidtica (Lin et al., 2008).

Otro conjunto de datos sobre el inicio de la meiosis proviene de los estudios
efectuados durante las décadas de 1970 y 1980 en lirio, y posteriormente
extrapolados al ratén, por el grupo de Stern y Hotta. Ellos demostraron, en ambas
especies, la existencia de un ADN de replicacion tardia (ADNzyg), y observaron en
el lirio que, en aquellas células que entrarian en meiosis, a un subconjunto de estas
secuencias se les unia una proteina de aproximadamente 70 kDa denominada
proteina L. Esta proteina, extraida por los autores a partir de membrana nuclear de
células en pre-L, L y Z, a través de su unién especifica a un subconjunto del ADNzyg
de secuencia desconocida, impedia su replicacion hasta el estadio de Z, y este
fendmeno resultaba esencial para el ingreso en meiosis (Stern y Hotta, 1984). La
existencia de ADNzyg fue demostrada también en raton por los mismos autores,
quienes consiguieron que, en condiciones de rigurosidad moderada, los ADNzyg
provenientes de ambas especies hibridaran (Stern y Hotta, 1985). Interesantemente,
se observd en ambas especies que una proporcion del ADNzyg era transcripta a
ARN polyA+ (ARNzyg), el cual no pudo ser detectado en células no meioticas en lirio
ni en raton. Este ARNzyg aumentaba abruptamente al final de L, alcanzando su pico
maximo en Z medio (240% del ARN polyA+), y descendiendo también en forma
abrupta en P. Si bien los estudios de Stern y Hotta quedaron discontinuados por mas
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de dos décadas, aun seria interesante, especialmente en raton, conocer la identidad
de las secuencias que no se replican en la fase S premeidtica y la de los ARNs
derivados. La aplicacidon de tecnologias de ultima generacion podria, eventualmente,
ayudar a determinar la participacion de estos factores en el inicio y progreso del

proceso meidtico.

I.5.b. El bouquet cromosémico

El altamente conservado bouquet cromosomico (Scherthan, 2001; Alsheimer,
2009) observable durante la meiosis temprana, se refiere a la disposicion espacial
de los cromosomas en forma tal que se asemeja a un arreglo floral, y es
consecuencia de la convergencia de los teldbmeros en un area limitada de la
envoltura nuclear (EN) en la vecindad al centrosoma (Fig. |.6). Al indagar las bases
moleculares de estos eventos dinamicos en diversas especies, se ha demostrado
que las proteinas SUN y KASH juegan un rol central (revision por Razafsky y Hodzic,

2009; ver mas adelante).

A Pre-L

Figura 1.6.- A. Esquema mostrando el comportamiento de los cromosomas durante la
primera profase meiética. Nétese la insercion de los extremos teloméricos (puntos verdes) a
nivel de la EN en el estadio de leptoteno (L) y su desplazamiento y final congregacion en un
area limitada de la EN durante el cigoteno (Z), resultando en la formacion del bouquet.
Obsérvese que mientras que en Z los cromosomas homoélogos se encuentran parcialmente
sinapsados, coexistiendo tramos de CS (lineas verdes) con ejes simples aun no
ensamblados, en paquiteno (P) la sinapsis se extiende de un extremo cromosémico al otro.

En diploteno (D) puede apreciarse la presencia de quiasmas (cabezas de flecha). B.
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Modificaciones de la cromatina y formacién del bouquet en meiocitos de maiz. La cromatina
tefida con DAPI se muestra en rojo y los telémeros tefiidos con FITC en verde. Puede
observarse que en Z la cromatina estda mas condensada que en L. En P puede intuirse que
se ha completado la sinapsis ya que la cromatina exhibe un ancho que duplica lo observado

en estadios anteriores (extraido de Harper et al., 2004).

En la levadura S. pombe, la proteina Sad1 colocaliza con los telédmeros en la
base del bouquet e interactua con las proteinas meio6ticas Bouquet (Bqt) 1y 2, que
proveen la conexién fisica entre la region nucleoplasmica de Sad1 y los telédmeros
(Chikashige et al., 2006). Esta informacion, sumada a la aportada por Miki y
colaboradores (2004) que determinaron que Kms1 interactua con Sad1 y con la
dineina, ha sido el sustrato para proponer un modelo que explica la dinamica de los
extremos teloméricos durante la formacion del bouquet, en término de conexiones
intermoleculares a través de la EN entre las proteinas Bqt2-Bqgt1—-Sad1-Kms1—
dineina (Chikashige et al., 2006).

En S. cerevisiae, el truncamiento de la region amino-terminal (Nt) tanto de la
proteina Mps3 como de la proteina telomérica Ndj1, reduce el movimiento de los
telomeros en paquiteno. Se ha determinado que Ndj1 interactia con el dominio
citoplasmico de Mps3, y media la unién de los telomeros a la EN (Conrad et al.,
2008). Cabe destacar que los movimientos teloméricos en S. cerevisiae estan
esencialmente mediados por la actina, mientras que en S. pombe, plantas y
mamiferos lo hacen los microtubulos (Koszul et al., 2008).

En mamiferos, se han identificado dos proteinas vinculadas a la union y
congregacion telomérica: SUN1 y SUNZ2. La proteina SUN1 se encuentra
colocalizada con los teldbmeros durante casi toda la primera profase meidtica (de L a
D) (Ding et al., 2007). En ratones deficientes en esta proteina, no ocurre asociacion
de teldbmeros a la EN, ni apareamiento o sinapsis entre homologos (Ding et al.,
2007). Ademas, la ausencia de esta proteina es causa de infertilidad en ratones (Lei
et al., 2009). La proteina SUN2 se ha identificado como un integrante de las placas
de union en los telémeros de los meiocitos de los mamiferos (Schmitt et al., 2007).
Estos hallazgos en proteinas SUN de mamiferos, sugieren que los mecanismos
moleculares requeridos para el agrupamiento cromosdémico durante la formacién del
bouquet se encuentran conservados en los eucariotas (Schmitt et al., 2007) (Fig.
1.7).
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Fig. I.7.- Modelo de organizacion de la EN a nivel de los sitios de insercion y anclaje de los
cromosomas meidticos. En las células meidticas, SUN2 se encuentra exclusivamente
localizada en las placas de insercion, actuando en el anclaje de telémeros de cromosomas
meidticos a la EN. Dentro del espacio perinuclear, su dominio SUN carboxilo-terminal (Ct) se
une al dominio KASH de la Nesprina2G (nesp2G), formando un complejo fibrilar estable a
modo de puente entre ambas membranas nucleares. Dado que nesp2G interactia con la
actina citoplasmica a través de su dominio de unién a actina, la formacion de tal complejo
uniria los telémeros al citoesqueleto de actina. AP, placas de insercion; CE, elemento
central del CS; NPC, complejo de poro nuclear; PNS, espacio perinuclear; ONM, membrana

nuclear externa. (Extraido de Schmitt et al., 2007).

Ademas de la importancia de la congregacion de teldbmeros en un area
limitada de la EN durante la profase temprana, las propias secuencias teloméricas
parecen cumplir un rol en la recombinacion, dada la elevada tasa de intercambios
existentes en las secuencias subteloméricas (Paigen et al., 2008). Por otro lado,
ratones deficientes en la enzima telomerasa mostraron también tener afectadas su

sinapsis homdloga y recombinacion (Liu et al., 2004).
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I.5.c. El complejo sinaptonémico

En los ultimos afos se han realizado importantes avances en lo que respecta
a la identificacién, caracterizacion y analisis funcional de proteinas de CS en
mamiferos (revisiones por Page y Hawley, 2004; deBoer y Heyting, 2006; Costa y
Cooke, 2007; Yang y Wang, 2009).

Lateral Element Central Region Lateral Element

SYCP3 =

| S_YCP
svepz.

Figura 1.8.- Esquematizacion del CS de mamiferos, mostrando la ubicacion de sus tres

| o | e mn| ge e o (| | ]

2]
m

principales componentes proteicos y las interacciones entre ellos (extraido de Winkel et al.,
2009). CE, elemento central.

En los mamiferos, dos proteinas, SYCP2 y SYCP3, han sido identificadas
como los componentes mayoritarios de los EAs y ELs de los CSs (Lammers et al.,
1994; Dobson et al., 1994; Heyting, 1996; Offenberg et al., 1998; Yuan et al., 2000;
Yang et al., 2006), en tanto una tercera, SYCP1, es el principal componente
estructural de los filamentos transversos (Meuwissen et al., 1992; Dobson et al.,
1994; Liu et al., 1996; Schmekel et al., 1996 ; de Vries et al., 2005) (Fig. 1.8).
Recientemente han sido identificadas cuatro nuevas proteinas, SYCE1, SYCE2,
SYCE3 y TEX12, que son componentes especificos del EM (Costa et al., 2005;
Hamer et al., 2006; Bolcun-Filas et al., 2007; Schramm et al., 2011). Estas proteinas
interactuan con la proteina de los filamentos transversos SYCP1, que seria la

encargada de reclutarlas (Costa et al., 2005), y las evidencias disponibles sugieren
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que desempefarian un papel en el ensamblaje del CS, reparacion de las rupturas de
doble hebra y recombinacién (Costa et al., 2005; Bolcun-Filas et al., 2007; Hamer et
al., 2008; Schramm et al., 2011). Por ejemplo, se ha demostrado que TEX12 es un
componente del elemento medial (EM) cuya presencia es requerida para la
propagacién de la sinapsis a lo largo de los homdlogos apareados, y para la
maduraciéon de los eventos de recombinacion tempranos en cross-overs (Hamer et
al., 2008). Antes del descubrimiento de SYCES3, la dependencia observada de la
presencia de SYCP1, SYCE1 y SYCEZ2 para el ensamblaje del CS, llevé a proponer
un modelo basado en interacciones entre estas proteinas (Fig. 1.9) (Bolcun-Filas et
al., 2007). Al modelo puede agregarse el mas recientemente identificado
componente del EM en raton, SYCES3, el cual ha mostrado ser esencial para el
reclutamiento de otras proteinas del EM (SYCE1, SYCE2 y TEX12), y para la
recombinacién (Schramm et al., 2011).

Aunque la busqueda de proteinas homodlogas a los componentes de los CSs
de los mamiferos SYCP1, SYCP2 y SYCP3 en los invertebrados, hongos y plantas
revela muy poca similaridad de secuencias (Page y Hawley, 2004), la estructura de
los CSs esta altamente conservada a lo largo de los eucariotas. Se han encontrado
analogos funcionales de estas proteinas; esos analogos funcionales conservan la
estructura secundaria y organizacién general (Meuwissen et al., 1992; Sym et al.,
1993; Dong y Roeder, 2000; Page y Hawley, 2004; Costa et al., 2005; Colaiacovo,
2006; Osman et al., 2006). La busqueda de homdlogos de secuencia en eucariotas
inferiores para los componentes del EM tampoco ha arrojado resultados positivos
mas alla de los vertebrados, aunque es posible que también para estas proteinas
existan analogos funcionales en otros organismos (Costa et al., 2005).

Otros hallazgos han puesto de manifiesto que los EAs del CS se ensamblan
sobre nucleos de cohesinas (proteinas involucradas la cohesidon entre cromatidas
hermanas) (ver fig. 1.8), varios de cuyos componentes son meiosis-especificos
(STAG3, REC8 y SMC1) (Prieto et al., 2001; Eijpe et al., 2003; Revenkova et al.,
2004). Los nucleos de cohesinas estan presentes en los EAs/ELs desde L y hasta D,
y parecen estar proveyendo el esqueleto al cual se unen SYCP2, SYCP3 y las
proteinas involucradas en la recombinacién (Pelttari et al., 2001; Eijpe et al., 2003).
Un rol en la proteccion de teldbmeros ha sido recientemente reportado para la
cohesina SMC13 en los meiocitos de raton (Adelfalk et al., 2009). Luego del
desensamblaje del CS, las cohesinas participarian en el mantenimiento de la
cohesion entre cromatidas hermanas durante la metafase |, y subsecuentemente
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entre los centromeros hermanos en la Il (revisiones por Lee y Orr-Weaver, 2001;
Petronczki et al., 2004; Firooznia et al., 2005).

%
%

Figura 1.9.- Modelo de ensamblaje del CS. Segun el modelo planteado, homodimeros de

DNA
Cohesins
SYCP2
SYCP3

SYCP1 formarian asociaciones inestables entre sus extremos N-t, impidiendo la asociacién
de sus extremos C-t con los ELs. La estabilizacion de los homodimeros mediante
interacciones con SYCE1 en los rudimentos del EM, posibilitaria que los extremos C-t de
SYCP1 se asocien con los ELs, iniciando la sinapsis. La extension estable del proceso de
sinapsis se lograria a través de interacciones entre las tres proteinas del EM: SYCP1,
SYCE1 y SYCEZ2 (extraido de Bolcun-Filas et al., 2007).

También se han realizado avances en el conocimiento de las proteinas
responsables de la unién de los CSs a la envoltura nuclear interna. Se conoce como
complejos LINC a las asociaciones proteicas que establecen un puente entre las
membranas nucleares interna (MNI) y externa (MNE) y que se caracterizan por ser
evolutivamente conservadas y proveer una conexion fisica entre estructuras
nucleares y el citoesqueleto. Los complejos LINC estan compuestos por proteinas
con dominio SUN, ubicadas a nivel de la MNI, y proteinas con dominio KASH a nivel
de la MNE. Estos complejos no tienen por funcion exclusiva el anclaje de los CSs a
la EN, sino que se encuentran involucrados en una variedad de procesos dinamicos,
tales como el anclaje y la movilidad del nucleo celular, el mantenimiento de su forma
y la dinamica de los cromosomas meidticos (agrupamiento de teldmeros y formacion

del bouquet). Incluso pueden desempefiar una funcion mas adelante en la
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espematogénesis: recientemente se ha identificado en mamiferos la proteina SUN3,
de expresion espermiogénesis-especifica, la cual posee una distribucion sumamente
polarizada, ubicandose en el polo posterior de la EN junto con su pareja con dominio
KASH, la Nesprina1l (Gob et al., 2010). Los mismos autores también observaron
polarizacion durante la espermiogénesis para los complejos LINC formados por
SUN1 y la Nesprina3, las cuales se ubican sobre el polo anterior nuclear, a medida
que avanza el proceso. Estos complejos LINC estarian cumpliendo la funcién de
conectar el interior nuclear de la espermatida en diferenciacién con estructuras
citoesqueléticas circundantes, posibilitando su correcta elongacion y remodelado, de

fundamental importancia en la generacién de gametos masculinos funcionales.

1.5.d. La recombinacion meiodtica

En relacién al inicio de la recombinacién, la aparicion de cortes en doble
hebra (DSBs) es un evento esencial que conduce a la recombinacion y sinapsis,
tanto en las levaduras como en los mamiferos. En S. cerevisiae, la formacién de
DSBs ocurre luego de la replicacion premeidtica del ADN, y esta mediada por la
transesterasa SPO11 y al menos nueve proteinas mas (Murakami y Keeney, 2008;
Maleki et al., 2007). Mientras que SPO11 es una proteina sumamente conservada, y
también es requerida para la induccion de DSBs en el ratdn (Romanienko y
Camerini-Otero, 2000; Baudat et al., 2000; Mahadevaiah et al., 2001), sélo dos de
las otras nueve proteinas poseen homologos definidos en mamiferos: RADS0 y
MRE11, cuya funcion mitética es conocida, pero que aun no se ha demostrado que
participen en la formacion de DSBs durante la meiosis. Es de esperar que en
mamiferos también existan muchas otras proteinas involucradas en el inicio de los
eventos recombinatorios y/o los pasos iniciales de procesamiento de DSBs, que aun
resta identificar. Hasta hace pocos meses, el unico gen participante en estos
eventos que se conocia en el ratébn (ademas de Spo117), era Mei1, identificado a
través de ensayos de mutagénesis (Libby et al., 2003). Recientemente, Kumar y
colaboradores (2010) demostraron la existencia de genes ortdlogos de los genes de
levadura Mei4 y Rec114 en el raton, basandose en la busqueda de pequeinos
bloques de conservacion entre especies paulatinamente mas distantes, para luego
analizar su rol e importancia en el raton. Si bien se han logrado interesantes avances
en el conocimiento molecular de estos eventos en mamiferos, queda aun un largo

camino por recorrer.
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Los componentes moleculares vinculados a los pasos que siguen a la
formacion de DSBs (por ejemplo, reseccion de los extremos 5 generados, invasion
de hebras), comprenden el grupo mas conservado de proteinas de recombinacion
meidtica. Entre ellas, se encuentran DMC1 y RAD51, homdlogos mamiferos de la
recombinasa A de levadura (REC-A). Estas proteinas catalizan la invasion de hebras
homodlogas durante la recombinacién, actuando en la via de reparacion por
recombinacién homdloga de los DSBs, de fundamental importancia tanto en mitosis
como en meiosis (revision por Handel y Schimenti, 2010) (Fig. 1.10).

La distribucidn en el genoma de los eventos recombinatorios, tanto los que
resultan en efectivo intercambio de hebras entre homdlogos (cross-overs) como los
gue no (non-cross-overs), no es enteramente aleatoria, sino que se ha reconocido la
existencia de sitios preferenciales (hot spots) en los que la aparicion de DSBs es
mas frecuente. Una importante interrogante en relacién a la seleccion de hot spots
es si sus determinantes residen a nivel de ciertas secuencias de ADN o de proteinas
clave, o una combinacion de ambas. Al parecer, existirian tanto factores actuando en
cis como en trans en relacion a su seleccion (revision por Handel y Schimenti, 2010).
Se ha determinado que la seleccion de estos hot spots posee también un
componente epigenético, a través de la marca por la histona H3 trimetilada en su
lisina 4 (H3K4me3), tanto en levadura (Borde et al., 2009) como en ratén (Buard et
al., 2009). Esta modificacion en H3 también es conocida por ocurrir en secuencias
promotoras de genes (Kniewel y Keeney, 2009). Por otra parte, es sabido que
existen vias diferentes para los eventos de cross-overs y de non-crossovers en
levadura (Allers y Lichten, 2001), las cuales presentan diferentes intermediarios de
recombinacion y dependen de diferentes proteinas (Cromie y Smith, 2007). Al
parecer, en ratén también existirian dos vias diferentes para estos eventos (Guillon
et al., 2005).

El numero de eventos recombinatorios meidticos en raton puede estimarse
inmunocitoquimicamente a través del numero de focos de las proteinas
RAD51/DMC1 en L (Plug et al., 1996) (Fig. 1.10). De los mas de 200 eventos
recombinatorios que se estima ocurren en la meiosis, solamente unos 23 son
efectivamente resueltos como cross-overs (Moens et al., 2007). Este hecho explica
la diferencia numérica entre los nodulos de recombinacién tempranos (L/Z) y los
tardios (P), mencionada anteriormente. Ademas, la gran cantidad de eventos de

non-cross-overs contribuiria al apareamiento entre los cromosomas homalogos.
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También existe una importante brecha en relacion al conocimiento de la
regulacion de la eleccidon de “pareja” de recombinacion en mamiferos. En células
mitoticas con ADN duplicado (fases S y G2), la reparacion de DSBs ocurre usando
preferentemente como molde a la cromatida hermana idéntica, debido a su
proximidad y cohesién. En la meiosis la reparacién de DSBs tiene lugar tomando
como molde a una de las cromatidas del cromosoma homdlogo. Los mecanismos
que llevan a esta condicion han sido estudiados en levadura, y se conocen bajo el
nombre de “BSCR” (Barrier to Sister Chromatid Repair) (Niu et al., 2005; Carballo et
al., 2008). Existen dos moléculas clave responsables del sesgo hacia eleccién de
homologos en S. cerevisiae: las proteinas RED1 y HOP1 componentes de los ELs
de los CSs (Hollingsworth et al., 1990; Hollingsworth y Johnson, 1993). En
mamiferos, se han identificado dos potenciales ortdlogos de HOP1 (HORMAD1 y
HORMAD2) que también se ubican a nivel de los ELs (Fukuda et al., 2010; Wojtasz
et al., 2009). Como es notorio, aun queda mucho por saber sobre estos mecanismos

en mamiferos.
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Figura 1.10.- Cambios a nivel de cromatina y factores moleculares participantes durante los
estadios meiodticos iniciales en mamiferos. Durante el leptoteno, los cromosomas homologos

comienzan a alinearse, pero aun se encuentran desapareados. Comienzan a ensamblarse
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los elementos axiales (AEs) a partir de cohesinas (e.g. SMC1p), y proteinas especificas de
CS, como SYCP3 y SYCP2. Las cromatidas sufren DSBs inducidos por SPO11, proveyendo
el sustrato para la recombinacion. Los cortes son reconocidos por la maquinaria de
reparacion por recombinacion homdloga [incluyendo la fosforilacidon por la serin-treonin-
quinasa ATM (Ataxia telangiectasia mutated) de H2AX para formar yH2AX] y resecados,
promoviendo la union de DMC1 y RADS51, entre otras, y conformando asi los nodulos
tempranos de recombinacion a lo largo de los AEs en formacién. En el cigoteno, los
cromosomas homélogos se han reconocido, se ha extendido el apareamiento y se inicia la
sinapsis, con la formacion de tramos crecientes de CS. Los elementos axiales pasan asi a

constituir los ELs del CS (modificado a partir de Handel y Schimenti, 2010).

La fidelidad en los procesos de recombinacién y segregacion es altamente
dependiente de las dinamicas de apareamiento y sinapsis de los cromosomas
durante la primera profase meiética. Si bien se ha asumido reiteradamente que los
fragmentos en simple hebra (resultantes de la aparicion de DSBs y posterior
reseccion de extremos 5’), son los que median la busqueda de homologia entre los
cromosomas, resulta improbable que éste sea el unico mecanismo actuante en las
etapas tempranas de tal busqueda. En este aspecto, resulta cada vez mas evidente
la importancia de estructuras (i.e. CSs) y/o configuraciones espaciales (i.e. bouquet)

supracromosomicas que actuen como facilitadoras en la busqueda de homologias.

1.5.e. Los checkpoints meiéticos

Otro gran capitulo al cual se hara referencia muy brevemente aqui, lo
constituyen los sistemas de vigilancia o checkpoints, que detectan errores que
ocurrieron durante el proceso meidtico (revisiéon por Handel y Schimenti, 2010, y
referencias incluidas). Estos sistemas funcionan como verdaderos controles de
calidad, evitando asi consecuencias deletéreas en los gametos maduros. Los
factores moleculares efectores de estos sistemas de control en la meiosis de los
mamiferos vienen siendo muy dificiles de identificar y comprobar, dado que su

alteracion suele tener efectos letales (revision por Handel y Schimenti, 2010).
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1.6. Cavia porcellus como modelo para el estudio de la profase

meiética temprana: antecedentes directos

En procura de un modelo experimental que nos permitiese abordar estudios
de expresion génica de profase meibtica temprana en los mamiferos, en nuestro
laboratorio de Biologia Molecular del |IBCE, se han venido analizando las
caracteristicas de la espermatogénesis del cobayo (Cavia porcellus). Se trata de una
especie que, a pesar de ser de uso tradicional en la investigacion bioldgica en
general (“conejillo de Indias”), poco habia sido utilizada en relacion a este tema. Los
datos disponibles en la literatura al momento de comenzar a indagar en este modelo
se limitaban a la descripcion morfolégica de estadios y a la definicion de las
asociaciones celulares existentes en secciones transversales de tubulos seminiferos
de individuos adultos de esta especie (Clermont, 1960).

Un indicio de que C. porcellus presentaba caracteristicas peculiares en
relacion a su profase meidtica temprana derivod de las observaciones al microscopio
del contenido de los tubulos seminiferos de un variado numero de especies llevadas
a cabo hace décadas en el IIBCE. En el caso del cobayo resultaba llamativa la
frecuente observacion de nucleos con sus cromosomas configurados en bouquet
(Rodolfo Wettstein, comunicacion personal). Este antecedente no publicado y de
caracter casi informal, motivé el desarrollo de una tesis de Maestria del PEDECIBA
para comenzar a investigar el tema (Rodriguez-Casuriaga, 2000).

Entre los resultados de dichas investigaciones que resultan relevantes para la
presente tesis, se encuentran los siguientes:

- Cavia porcellus presenta una muy evidente, sumamente polarizada,
configuracion cromosdémica en bouquet en los estadios iniciales de su primera
profase meiodtica (L/Z). Esta es facilmente observable en cortes de tubulos
seminiferos, tanto en adultos como en puberes y prepuberes (Rodriguez y Wettstein,
2004) (Fig.l.11). Esto marca una clara diferencia con rata y ratén, en que la
observacion de bouquets es un hecho mucho mas infrecuente.

- El analisis de la abundancia relativa de estos estadios tempranos [basado en
conteos sobre cortes semifinos al microscopio optico (MO)] reveld6 una
representacion celular significativamente mayor de L/Z en esta especie en
comparacion con otras de uso comun a nivel experimental, como la rata y el raton
(Rodriguez y Wettstein, 2004). La mayor representacion de L/Z en cobayo pudo

observarse tanto en adultos como en juveniles, siendo mas pronunciada en estos
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ultimos, naturalmente enriquecidos en los estadios espermatogénicos iniciales al

carecer de los mas avanzados por su inmadurez.

Figura 1.11.- Secciones transversales de tubulos seminiferos de cobayos juveniles
analizadas al MO. El material corresponde a individuos de 38 (A y C), 35 (E) y 40 (G) dias
de edad, exhibiendo pesos testiculares de 0,32 g, 0,63 g y 0,93 g, respectivamente. B, D, F
y H, muestran a mayor aumento sectores de A, C, E y G, respectivamente. Z, cigoteno; Pe,

paquiteno temprano; P, paquiteno; /I, espermatocitos secundarios. Obsérvese la abundante
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cantidad de nucleos con sus cromosomas dispuestos en bouquet. Las barras corresponden

a 10 ym (extraido de Rodriguez y Wettstein, 2004).

- A partir de conteos en cortes transversales de tubulos en individuos con su
primera onda espermatogénica recién completada, se estimo la duracion porcentual
de las diferentes etapas de la espermatogénesis en esta especie. Se observé que
los estadios de L/Z ocuparian aproximadamente un 20% del tiempo en el cual se
completa un ciclo del epitelio seminifero en el cobayo (Rodriguez y Wettstein, 2004).

- El analisis microscopico del contenido celular de los tubulos seminiferos en
individuos inmaduros de diversas edades (30-42 dias) y sus pesos testiculares,
sugirid la existencia de una correlacion positiva entre el tamano testicular y el grado
de avance de la primera onda espermatogénica. Sin embargo, esta correspondencia
no siempre pudo observarse en relacion a la edad cronoldgica del individuo
(Rodriguez y Wettstein, 2004).

Estas peculiaridades observadas en relacion a la espermatogénesis del
cobayo, y en particular en relacion a sus estadios meidticos iniciales, motivaron la
continuacioén de su estudio y el desarrollo de la presente tesis doctoral.

La hipétesis inicial fue que la mayor representacion de meiocitos en L/Z a
nivel del epitelio seminifero de esta especie, facilitaria su purificacion y utilizacién en
posteriores analisis de expresidon génica diferencial.

En otras especies como el ratdn, la purificacion de meiocitos en L/Z sélo es
factible a partir de individuos inmaduros, cuya primera onda no avance mas alla de
los estadios de L y Z. Sin embargo, las caracteristicas observadas en el testiculo de
cobayo, sugerian una alta factibilidad de purificar meiocitos L/Z, incluso a partir de
individuos maduros. La ventaja de esto radica en que, dado el estrecho
relacionamiento existente entre los diversos tipos celulares que conforman el epitelio
seminifero, es posible que las secuencias génicas que se expresan en una célula
determinada, se vean afectadas por su entorno. En consecuencia, resulta probable
que los patrones de expresion génica durante el establecimiento de la primera onda
espermatogénica, presenten algunas diferencias con los que ocurren en el testiculo

adulto.

Como se expondra en las siguientes secciones, resultaba de especial interés

en el desarrollo de la presente tesis la obtencion de poblaciones especificas de
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células meidticas con alto grado de pureza a partir de cobayos maduros y el
desarrollo de estudios de expresion génica diferencial con el fin de aportar al
conocimiento de la profase meiotica temprana de mamiferos, en general, y de

roedores®, en particular.

*Ubicacion filogenética del cobayo:

La ubicacion filogenética del cobayo dentro del orden Rodentia ha sido foco
de intenso debate durante las ultimas dos décadas, con aporte de evidencias tanto a
favor como en contra (Graur et al., 1991; Martignetti et al., 1993; D’Erchia et al.,
1996; Churakov et al., 2010). Esto se ha debido, en gran parte, a la carencia de
herramientas adecuadas que permitieran seguir la historia evolutiva en forma no
ambigua, las cuales se han comenzado a desarrollar en los ultimos afos (Kriegs et
al., 2006).

Los mamiferos placentarios, inicialmente divididos en base a caracteristicas
morfoldgicas, contenian muchas agrupaciones erroneas debido a caracteristicas que
surgieron mediante procesos de seleccion similares pero que evolucionaron
independientemente. La introduccion de los analisis moleculares a los estudios de
filogenia corrigi®¢ muchos de estos errores, permaneciendo algunos, sin embargo,
debido a la existencia de las llamadas “homoplasias moleculares” (presencia de
caracteristicas similares en ausencia de ancestros en comun) (Kriegs et al., 2006).
En contraste, los elementos retrotransponibles se integran al azar dentro de los
genomas, con posibilidades remotas de que un mismo elemento se integre
independientemente en posiciones ortdlogas en diferentes especies. Por lo tanto, los
analisis de presencia/ ausencia de estos elementos constituyen una estrategia
superior para la Sistematica Molecular (Kriegs et al., 2006).

La reciente aplicacién de esta herramienta al orden Rodentia, condujo a la
afirmacion de que los roedores serian un grupo monofilético incluyendo al
cuestionado cobayo, que mostré compartir con el resto de los roedores siete
inserciones de elementos retrotransponibles en posiciones ortélogas de su genoma
(Churakov et al., 2010). Mas aun, dichos elementos transponibles correspondian a
secuencias repetidas cortas intercaladas en el genoma (SINEs) del tipo ID
(“Identifier”), las cuales son caracteristica excluyente de los roedores, no estando
presentes en genomas de otros mamiferos, como lagomorfos y primates (Martignetti
et al., 1993, y referencias incluidas). Segun Churakov y colaboradores, su trabajo

constituye una fuerte evidencia a favor de la clasificacion del cobayo como roedor.
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De todos modos, queda por ver si en los proximos afos el eventual desarrollo y
aplicacién de nuevas herramientas moleculares en Sistematica continuara apoyando

este concepto.
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Il. OBJETIVOS

I.1. Objetivo general

El objetivo general del proyecto desarrollado consistié en profundizar en el
conocimiento de la meiosis masculina del cobayo, en particular de su profase
meiotica temprana (L/Z), y desarrollar nuevas herramientas metodologicas que
permitan abordar su estudio y contestar interrogantes hasta ahora no resueltas en el

area.

I.2. Objetivos especificos

- Desarrollar un método de preparacion de suspensiones celulares de testiculo
que lograra acortar los tiempos de procesamiento, contemplara la
preservacion de macromoléculas para estudios posteriores, y rindiera

suspensiones celulares aptas para su analisis mediante CMF.

- Estudiar el establecimiento de la primera onda espermatogénica de C.

porcellus mediante CMF.

- Comparar mediante CMF las poblaciones celulares testiculares presentes en
adultos de rata, ratdbn y cobayo. Existia particular interés en comparar el
aspecto en los perfiles citométricos de la poblacién celular con contenido de
ADN=4C (mayormente meiocitos), y las posibilidades de distinguir

subpoblaciones meidticas (temprana vs. media/tardia) en estas tres especies.

- Purificar meiocitos cursando profase meiética temprana (L/Z) en estado de
alta pureza, a partir de cobayos maduros. La purificacion de meiocitos
tempranos como una fraccién independiente de la de meiocitos paquiténicos,
a partir de individuos maduros, y en cantidad y calidad suficientes para
realizar estudios comparativos de expresidon génica, representd uno de los

objetivos especificos mas ambiciosos del presente trabajo.
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- Iniciar estudios de expresion génica diferencial que incluyeran meiocitos
tempranos y meiocitos medios/avanzados, entre otros, para identificar

secuencias génicas especificas de profase meittica temprana en el cobayo.
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. MATERIALES Y METODOS

l1.1. Animales

Se utilizaron cobayos (Cavia porcellus) macho de la cepa Dunkin Hartley
provenientes de Merial-Montevideo (Montevideo, Uruguay). Especimenes adultos
jévenes de 10-12 semanas de edad fueron usados como fuente de testiculos
maduros normales, mientras que el material testicular de prepuberes y puberes se
obtuvo a partir de individuos de 3 a 45 dias de edad. En los analisis por citometria de
flujo (CMF) se utilizaron 10 especimenes adultos y 2-4 individuos juveniles para
cada edad estudiada. Para la purificacion de fracciones celulares con diversos fines,
se utilizaron 13 individuos de 45 a 50 dias de edad.

Para los analisis comparativos interespecificos se usaron ademas ratones
(Mus musculus) machos CD1-Swiss de 7 a 9 semanas de edad, y ratas (Rattus
norvegicus) machos Sprague-Dawley de 8 a 10 semanas, provenientes del bioterio
del IIBCE (8 a 10 individuos de cada especie). Cada experimento se realiz6 con
material proveniente de un ejemplar a la vez.

Los animales fueron sacrificados mediante la administracion de una
sobredosis de pentobarbital sédico, siguiendo las recomendaciones de la Comision

Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA).

lll.2. Preparaciéon de suspensiones celulares de testiculo

Las suspensiones celulares de testiculo fueron preparadas a través de un
método mecanico desarrollado en esta tesis (Rodriguez-Casuriaga et al., 2009), y
que se resume a continuacion:

a) Los testiculos fueron disecados en placas de Petri de vidrio conteniendo medio de
separacion frio [10% v/v SFB en DMEM (Gibco) conteniendo alta concentracion de
glucosa y L-glutamina], despojados de su tunica albuginea y cortados en trozos de

aproximadamente 4 mm?®.

b) 3 0 4 de estos trozos fueron inmediatamente colocados, junto con 1 ml de medio
de separacion frio, en un disgregador mecanico descartable “Medicon” [Becton

Dickinson (BD), San José, CA, USA] provisto de una malla metalica con orificios de
44



50 pm (“separator mesh”) y un molinillo metalico. Posteriormente, se procesé el
material en el “Medimachine System” (BD) durante 50 seg.

c) Las suspensiones celulares resultantes fueron recuperadas utilizando jeringas
descartables de 5 mL, luego filtradas a través de membranas de nylon de 50 y 25
um de tamafio de poro, y ubicadas en hielo.

d) Las células fueron contadas en camara de Neubauer y resuspendidas a una
concentracion de ~1 x 107 células/ml en medio de separacion. Finalmente, se agregé
NDA (sal dipotasica del 2-naftol-6,8-acido disulfénico; Chemos GmbH, Regenstauf,
Alemania) a una concentracion final de 0.2% (w/v), con el fin de prevenir la

formacién de cumulos celulares.

Por otro lado, en las etapas iniciales se realizaron también suspensiones
celulares testiculares por el método tradicional desarrollado por Meistrich (1977) con
algunas modificaciones (Geisinger, 2003). Brevemente, este método involucra la
incubacion con tripsina y colagenasa, asi como el filtrado sucesivo por mallas de
300, 80 y 25 um de tamafo de poro. Las suspensiones mediante este método se
efectuaron con el objetivo de comparar los resultados con los obtenidos empleando

la técnica descrita anteriormente, desarrollada durante este trabajo.

l1.3. Estudios de viabilidad celular

Se controld la viabilidad de las células en las suspensiones preparadas con el
Medimachine empleando el Live/Dead viability kit para células animales (Molecular
Probes, Eugene, OR), segun instrucciones del fabricante. Este kit provee un método
basado en fluorescencia de dos colores: a) verde, generada por la hidrélisis de la
calceina AM en células vivas con actividad esterasa intracelular; y b) roja, generada
por el homodimero-1 de etidio de alta afinidad por los acidos nucleicos, y que sélo
penetra en células muertas o con membrana plasmatica dafiada. De este modo, la
fluorescencia verde es indicativa de células vivas, mientras que la roja solo se
presenta en las muertas o con membrana plasmatica comprometida.

Adicionalmente, se utilizé el método de exclusién de Azul Trypan para

determinar viabilidad celular, segun procedimientos de tincion habituales y posterior
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conteo de células viables (no tefidas) y no viables (tefidas) en camara de

Neubauer.

lll.4. Analisis y separacion por citometria de flujo

lll.4.a. Estudios en FACSVantage (BD)

Antes de comenzar los analisis de las suspensiones celulares (1 ml) en el
citometro de flujo, se agregé 50 ul de solucion stock de loduro de Propidio (IP, 1
mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), dejandose en hielo durante aproximadamente
10 min. protegidas de la luz. Para los experimentos de clasificacién celular o sorting,
se utilizaron tiempos de tincion mayores (22 horas) para lograr una mejor
discriminacion de las subpoblaciones 4C en cobayo.

Como tincion alternativa, se utilizé Vybrant Dye Cycle-Orange (Invitrogen) a
una concentracion final de 10 yM durante 1 hora a temperatura ambiente y protegido
de la luz.

En ambos casos, las células fueron posteriormente analizadas con un
citometro de flujo y clasificador celular FACSVantage (BD) equipado con un laser de
argon con emision a 488 nm (Coherent, Innova 304) y un sistema de enfriamiento
por circulacion de agua. La intensidad del laser fue fijada en 100 mW vy la
fluorescencia emitida por el IP colectada en FL2 utilizando un filtro de banda de
575/26. Se selecciond una boquilla de 70 um para realizar las medidas citométricas
en flujo [este tamafo de boquilla es apropiado para permitir el pasaje de los
meiocitos |, de gran tamano (Mays-Hoopes et al., 1995)]. Se utilizaron particulas
DNA QC (BD) para optimizar la deteccion de fluorescencia, chequear la linealidad
del equipo y permitir la discriminacion de dobletes. Se empled el programa
CELLQuest (BD) para el analisis de los siguientes parametros: dispersion frontal o
forward scatter (FSC-H), dispersion lateral o side scatter (SSC-H), area total del
pulso o intensidad total de fluorescencia (FL2-A), y ancho del pulso o duracién de la
emisidén para cada evento (FL2-W). Graficos de puntos (dot plots) mostrando FL2-A
vs tiempo fueron usados como control de la fluorescencia emitida durante el analisis
de las muestras, y los dobletes se excluyeron del analisis usando dot plots con FL2-

A vs FL2-W.
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Con fines analiticos, las células testiculares dispersadas con el Medimachine
y separadas en el FACSVantage, fueron depositadas sobre portaobjetos empleando
el programa CloneCyt y la unidad de deposicion ACDU. En las clasificaciones
preparativas, la opcion de sorting en tubo fue la elegida para recuperar las distintas
poblaciones celulares de interés para posteriores estudios moleculares. Las regiones
para sorting fueron determinadas en los dot plots FL2A/SSC-H. Las células fueron
clasificadas a una velocidad de aproximadamente 800—-1500 eventos/seg. El modo
de sorting utilizado fue Normal-R, y se uso clasificacién en grupos de 3 gotas.

Todos los estudios con FACSVantage se llevaron a cabo utilizando el equipo
ubicado en el Servicio de Citometria de Flujo y Clasificacion Celular (SECIF) del
IIBCE.

ll.4.b. Estudios en MoFlo (DakoCytomation)

En paralelo, se efectuaron estudios en un citometro MoFlo (DakoCytomation)
ubicado en el Institut Pasteur Montevideo. Basicamente, este equipo exhibiria dos
ventajas frente al FACSVantage: a) se trata de un equipo de alto rendimiento o
performance, por lo cual permite el procesamiento de mayor cantidad de material por
unidad de tiempo, y b) posee un laser UV, que permite el uso de colorantes
supravitales clasicamente utililizados.

En esta serie experimental se ensayd una tincibn de ADN utilizando el
colorante vital Hoechst 33342 (5 ug/ml, Sigma-Aldrich) incubando las suspensiones
celulares con el fluorocromo durante 10 min. a 37°C y protegido de la luz. Para estos
ensayos, la mediciones se realizaron en un citdmetro MoFlo equipado con un laser
de excitacion UV (Innova 90C-6) operado a 25 mW de potencia, y una boquilla de 70
pm. Se utilizo el programa Summit v4.3 para los analisis de FSC-H, SSC-H, FL2-A y
FL2-W. La linealidad del instrumento y la discriminacion de dobletes fue controlada
utilizando particulas DNA QC (BD) tefiidas con Hoechst 33342.
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ll.L5. Observacion microscopica de células depuestas sobre

portaobjetos

Laminas conteniendo células depuestas durante la clasificacién (ver 111.4)
fueron observadas utilizando un microscopio Zeiss Axioplan Mot 2, con equipo con
epifluorescencia y filtros adecuados para la emision roja del IP.

Alternativamente, las células fueron fijadas con PFA (1%) y tehidas con
Giemsa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) siguiendo métodos convencionales, y luego
observadas en un microscopio Zeiss Photomicroscope |l utilizando 6ptica de campo
claro.

En otros casos, las células depuestas, sin fijar, se observaron directamente en
el microscopio Zeiss Photomicroscope Il bajo 6ptica de contraste de fases. En los
casos de material clasificado en el MoFlo, las observaciones se realizaron en un

microscopio invertido motorizado Olympus IX81 bajo 6ptica de contraste de fases.

ll.6. Analisis citolégico por microscopia 6ptica de material en cortes

lll.6.a. Inclusion de tejido en resina epoxica

Un trozo de aproximadamente 10 mm?® de cada testiculo a analizar fue fijado
en una solucion de glutaraldehido al 2,5% en buffer fosfato 0,1 M (pH 6,9), a 4° C
durante 12 horas. Posteriormente, trabajando sobre hielo, la muestra fue cortada en
trozos de unos 3 mm?, lavada (6x10 min.) en buffer fosfato 0,1 M (pH 6,9), post-
fijada durante 1 hora en tetréxido de osmio al 1% en buffer fosfato 0,1 M (pH 6,9), y
lavada nuevamente (3x10 min.) con buffer fosfato. Las muestras fueron
deshidratadas en forma progresiva a temperatura ambiente utilizando
concentraciones crecientes de etanol (25%: 15 min.; 50%: 30 min.; 75%: 30 min. y
etanol absoluto: 30 min.) infiltrandose luego en Epon (Durcupan, Fluka) segun el
siguiente detalle: a) preparacion de la muestra a través de 2 cambios de acetona
absoluta de 30 min. cada uno; b) infiltracidon con concentraciones crecientes de
Durcupan:acetona (1:3, 30 min.; 1:1, 30 min.; 3:1, 30 min. y 1:0, 1 hora). Finalmente,
se formaron los bloques en moldes conteniendo las muestras y se dejaron secar en

estufa a 65° durante 2,5 a 3 dias.
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ll.6.b. Inclusién de células aisladas por FACS en resina epéxica

Células de especial interés purificadas en el citometro de flujo fueron
centrifugadas a 1500 rpm durante 15 min. y resuspendidas en PBS conteniendo
12% BSA. Luego de una segunda centrifugacion en iguales condiciones, se retird
casi totalmente la BSA, dejando un pequefo volumen en el cual se resuspendio el
precipitado celular. Se agregd una gota de glutaraldehido al 25% para obtener un gel
conteniendo las células a ser analizadas por microscopia. A partir de este punto, se
procedio igual que lo descrito en I11.6.a, continuando con el procesamiento del gel de

idéntico modo a lo realizado con los trozos de tejido fijados con glutaraldehido.

ll.6.c. Cortes semifinos

A partir de los bloques resultantes, se obtuvieron cortes de 1 um de espesor
mediante el uso de un ultramicrétomo Power Tome XL (Boeckeler Instruments). Los
cortes fueron tefiidos con una solucion de azul de toluidina (1%) conteniendo
tetraborato de sodio (1%), y examinados por MO en campo claro. El registro
fotografico se realizdé usando un microscopio confocal Olympus FV300 equipado con

una camara digital DP70, y empleando el programa DPController v.1.1.1.65.

lll.L7. Inmunocitoquimica sobre células separadas por FACS

lll.7.a. Preparacion de los esparcidos

Las células separadas por citometria de flujo se centrifugaron a 2000 rpm
durante 10 min. a 4°C y se resuspendieron en aproximadamente 40 yL de PBS (140
mM NaCl, 1,9 mM NaH;PO4, 89 mM Na;HPO,; pH 7,4) para obtener una
concentracion cercana a 3.107 células/ml. Los esparcidos celulares fueron
preparados segun fuera descrito por de Boer et al. (2009) que implica: a) tratamiento
con buffer hipotonico (30 mM TrisHCI pH 8,2, 17 mM citrato de sodio, 5 mM EDTA,
50 mM sacarosa, 5 mM DTT) por 30 min.; b) deposicion sobre la esquina humeda de
un portaobjetos previamente sumergido en una solucion fresca de paraformaldehido
(PFA) [1% PFA, 0,15% Triton-X100 (pH 9,2)]; c) dispersion lenta mediante

49



inclinacién leve del portaobjeto para su fijacidén y posterior mantenimiento en camara
hameda (2 horas); d) secado lento de las preparaciones a temperatura ambiente.
Los portaobjetos resultantes fueron, o bien usados inmediatamente para
procedimientos inmunocitoquimicos, o envueltos en papel aluminio y almacenados a

-80°C para su posterior uso.

ll.7.b. Hibridaciéon con anticuerpos

Para la distincion de diferentes estadios meidticos en las células esparcidas,
se empled un anticuerpo producido en conejo contra la regién Ct (region mas
conservada) de la proteina SYCP3 de raton (Acris Antibodies, Herford, Alemania;
1:100) con el fin de evidenciar los elementos laterales de los CSs en las células
meidticas. El protocolo incluy6 los siguientes pasos:

a) Los portaobjetos conteniendo los esparcidos se dejaron llegar a temperatura
ambiente, y se realizaron lavados (3x5 min.) con PBS.

b) Cada portaobjeto se cubri6 con 500 ul de solucion de bloqueo [5% leche
descremada en polvo, 5% suero fetal bovino, 0,01% NaN3z, 1mM PMSF (fenil
metil sulfonil fluoruro; este ultimo componente se agregd antes de usar a
partir de una solucion stock de PMSF 1mM en DMSO); pH 7,4], y se incubd
durante 30 min. a temperatura ambiente en camara humeda. En todos los
pasos en que fue utilizada esta solucion de bloqueo, ésta se centrifugd, justo
antes de su uso, durante 30 min. a 16.000g.

c) Luego se prepard una dilucion 1:100 del anticuerpo primario (ver arriba) en
solucion de bloqueo (100ul/portaobjeto) y se incubd durante 12 horas a 4°C
en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma P2714;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y en camara humeda.

d) Pasado el tiempo de incubacion se realizaron lavados (3x5 min.) con PBS, y
se repitio el bloqueo como en (b).

e) Posteriormente, se incubé con un anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado a Cy2 (Millipore, Massachusetts, USA; 100pl/portaobjeto de una
dilucion 1:50 en solucion de bloqueo), durante 30 min. a 37°C y en camara
hameda protegida de la luz.

f) A continuacion, se realizaron lavados (3x5 min.) con PBS, seguidos por un
enjuague en H,O destilada y otro en buffer para FITC (150 mM NaCl, 50 mM
NaHCO3; pH 9,5).
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g) Finalmente, se realizé el montado y sellado de las preparaciones, que pueden

conservarse a -20°C.

La conjugacion del anticuerpo secundario a un fluorocromo (Cy2) permitié su
analisis mediante microscopia de fluorescencia. Las imagenes se adquirieron en un
microscopio confocal de fluorescencia Olympus FV300 equipado con una camara

digital DP70 y usando el programa Fluoview v. 4.3.

111.8. Extracciones de ARN total

Durante las clasificaciones celulares para posterior extraccion de ARN, se
trabajo con material libre de ARNasas, ya sea estéril sin uso o previamente tratado
con soluciones inhibidoras de ARNasas, apuntando a minimizar la degradacién del
mismo. Por ejemplo, las unidades Medicon de procesamiento de tejido, las
membranas de nylon y, en ocasiones, tubos plasticos de FACSVantage a ser
reutilizados, fueron tratados con 0,1 M NaOH 1 mM EDTA durante 5 min. y luego
abundantemente enjuagados con H;O ultrapura tratada o.n. con dimetil-
pirocarbonato (DMPC) al 0,1% y autoclavada posteriormente. Asimismo, la
tubuladura del equipo FACSVantage involucrada en la toma y transporte de la
muestra fue inicialmente desinfectada con hipoclorito de sodio, lavada a
continuacién en forma abundante con H,O ultrapura y PBS (1X) tratado con DMPC
al 0,1%, estéril. Ademas, el medio de suspension (DMEM + SFB al 10%) se
esteriliz6 mediante filtracion y el PBS (liquido de vaina del citdmetro) mediante
autoclavado. Las manipulaciones involucradas en la preparacion de las
suspensiones celulares se realizaron en camara de flujo laminar de bioseguridad.
Las células clasificadas fueron recogidas en tubos refrigerados conteniendo PBS
(1X) tratado con DMPC al 0,1%, estéril.

Se realizaron varios procesamientos independientes de tejido en el
Medimachine. En cada uno de ellos se proces6 aproximadamente 0,25 g de tejido,
equivalente a ~1 x 10’ células testiculares. En cada jornada de clasificacion se
utilizaron entre 3 y 4 tubos de muestra (30 a 40 millones de células testiculares
totales).

Las células clasificadas fueron centrifugadas (450-500g, 10 min.) a 4°C, lavadas
con PBS tratado con DMPC al 0,1%, y nuevamente centrifugadas. Una vez

descartados los sobrenadantes, los precipitados celulares fueron congelados en N,
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liquido y almacenados a -80°C, donde se conservaron hasta el momento de realizar
las extracciones de ARN total. Para las extracciones se empleé el lllustra RNAspin
Mini RNA Isolation Kit (General Electric, Buckinghamshire, UK), siguiendo las
instrucciones del fabricante, y el ARN obtenido se resuspendié en H,O libre de
ARNasas. La eleccion de este kit fue motivada por haber sido especialmente
disefiado para optimizar el rendimiento de las extracciones de ARN a partir de un
nimero relativamente bajo de células (5 x 10°). Cabe mencionar que este kit
incluye un paso de tratamiento con ADNasa libre de ARNasa, lo cual resulta
fundamental para evitar la contaminacion con ADN, y, en consecuencia, la eventual
posterior amplificacion del mismo.

La cantidad y calidad de los ARNs obtenidos fueron controladas mediante
lecturas de absorbancia en el espectrofotdmetro de microvolumenes Nanodrop 2000
(ThermoScientific, Delaware, USA), y, complementariamente, corriendo una alicuota
en geles de agarosa conteniendo bromuro de etidio (BrEt). En este caso, los geles
se realizaron al 1% (w/v) en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) estéril
y, una vez fundida la agarosa, se adicionaron 4 ul de un stock 10 mg/ml de BrEt
cada 100 ml de agarosa. Los geles se corrieron a 130-150 V hasta la mitad del gel, y
se observaron y fotografiaron de inmediato con el objeto de evitar la degradacion del
ARN.

11.9. Aplicacion del mRNA-differential display

Los estudios de expresion génica estadio-especifica se realizaron mediante la
tecnologia del mRNA-differential display system (GenHunter Corporation, Nashville,
USA). Esta metodologia consiste en: a) transcripcion reversa de los ARNmM
provenientes de diferentes poblaciones celulares de interés, en paralelo (e.g.
diferentes estadios espermatogénicos); b) amplificacion por PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) utilizando un mismo juego de primers o iniciadores; c)
despliegue en geles desnaturalizantes de poliacrilamida de los fragmentos de
transcriptos reversos amplificados; y d) la identificacion y recuperacién de
transcriptos reversos parciales diferencialmente amplificados en una poblaciéon con

respecto a otra (bandas diferenciales).
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lll.9.a. Preparacién de las muestras

Se utilizé uno de los diez kits RNAimage (GenHunter Corporation, Nashville,
USA) ofrecidos por el fabricante, cada uno de los cuales contiene un set de 8
primers arbitrarios diferentes y 3 primers poliT con una base de anclaje diferente (A,
C 6 G), todos conteniendo un sitio de restriccidon para la enzima Hindlll en su
extremo 5. Este material permite 24 combinaciones posibles de pares de primers
para realizar las amplificaciones comparativas de los transcriptos reversos
provenientes de las poblaciones celulares de interés: a) células 2C (conteniendo,
entre otras, espermatogonias premeiéticas); b) células 4C-R3 (meiocitos tempranos);
y c) células 4C-R4 (meiocitos avanzados a tardios). En total se ensayaron 11
combinaciones diferentes de primers: HT41G-AP1, HT11G-AP2, HT11G-AP3, HT1/G-
AP4, HT4,G-AP5, HT4,GAP6, HT{{C-AP1, HT{1C-AP3, HT{,C-AP6, HT{1C-AP7 y
HT441C-AP8 del kit N°1 de RNAimage.

Se siguieron las instrucciones del fabricante para las reacciones de
transcripcion reversa (RT) y reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), excepto
por el aumento del volumen de reaccién de RT que se uso6 para las reacciones de
PCR (3,3 yL en lugar de 2 pL), motivado por datos empiricos previos de nuestro
grupo. Todas las reacciones se realizaron por duplicado conjuntamente con un
control negativo carente de transcriptasa reversa, al que se le efectud la reaccion de
PCR en idénticas condiciones. El marcado de los fragmentos amplificados se realizé
a través de la incorporacion de o-[*°S]-dATP (MP, Solon, OH) durante las reacciones
de PCR, para su posterior puesta en evidencia mediante exposicion

autorradiografica.

1.9.b. Preparaciéon del marcador de peso molecular

En todas las corridas electroforéticas ensayadas se incluyé como marcador
de peso molecular una escalera de 100 pb [New England Biolabs (NEB), UK], la cual
fue marcada radiactivamente utilizando el fragmento Klenow (Fermentas), segun el

siguiente protocolo:
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a) Se establecio la siguiente mezcla de reaccion:

Escalera de 100 pb (0,5 pg/ul) 1,32 pl (0,66 ug)
Buffer de Klenow (10X) 1,5 pl
Mezcla de dNTPs sin dATP (5mM c/u) 1,0 ul
H,O ultrapura estéril 9,98 pl
a-[**S]-dATP (10 uCi/pl) 1,0 ul
Klenow (10 U/pl) 0,2 ul

b) Se incubd durante 20 min. a 37°C.

c) Luego se detuvo la reaccion mediante incubacion durante 10 min. a 75°C.

d) Posteriormente, al tubo de reaccién (15 pl) se le agregaron 10 pl del buffer
de carga provisto por el kit RNAimage (95% formamida, 10mM EDTA pH
8, xileno cianol 0,09%, azul de bromofenol 0,09%) y se almacend a -20°C.

Se utilizaron 2,5 ul de esta mezcla por gel.

ll.9.c. Corridas electroforéticas en geles largos de poliacrilamida

Los fragmentos resultantes de las reacciones de RT-PCR fueron desplegados
mediante corridas electroforéticas en geles largos de poliacrilamida-urea. Los geles
de 33 cm de largo x 18 cm de ancho y 0,4 mm de espesor fueron preparados con
una solucion de acrilamida-bisacrilamida al 6% conteniendo urea, segun los
procedimientos habituales (Sambrook et al., 1989). Las corridas electroforéticas se
realizaron a voltaje constante de 1700 V y 25 W de potencia, durante
aproximadamente 2,5 hs (hasta que el xylene cyanol estuviera a unos 2 cm del
borde inferior). Una vez culminada la corrida electroforética, los geles fueron
levantados empleando papel secante y luego deshidratados a 80°C durante 1 hora
en una secadora de vacio Slab Dryer modelo 483 (Biorad). Posteriormente, se
pusieron a exponer con un film dentro de casete a -80°C durante al menos 7 dias,
luego de lo cual se procedid a su revelado, el que se efectu6 por métodos

convencionales.
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ll.10. Analisis de patrones de expresion diferencial. Seleccion de

bandas a estudiar

Los autorradiogramas resultantes de la exposicion de los geles fueron
escaneados en un equipo convencional y los archivos electronicos resultantes
fueron analizados mediante el programa ImageJ 1.44p Java 1.6.0_20, utilizando la
herramienta Plot Profile sobre transectas a lo largo de los carriles en comparacion.
Esta herramienta permite obtener un gréafico del perfil del carril, asi como una salida
numeérica de los datos escaneados. Adicionalmente, se empled la herramienta
Analize Gels/ Plot lane de mismo programa para contrastar los resultados
informaticos con los del analisis visual primario.

Se consideraron diferenciales de un determinado estadio todas aquellas
bandas con intensidad = 3X, en relacion a la de los otros estadios, y que no
aparecieran en los controles negativos sin RT. Fue necesario definir este criterio
arbitrario, dado que gran parte de los transcriptos reversos amplificados no muestran
un patron de presencia/ ausencia absoluta, sino marcadas diferencias de intensidad
de banda (que pueden reflejar diferentes niveles de expresion génica).

Las bandas definidas de este modo como diferenciales fueron recortadas de
los geles correspondientes tomando como referencia los autorradiogramas, y el ADN
eluido siguiendo las recomendaciones del fabricante (GenHunter), para su posterior

caracterizacion y estudio.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Desarrollo de un método ultra-rapido para la preparacion de

suspensiones celulares de testiculo de roedores

Con el objetivo de desarrollar un método de preparacion de suspensiones
celulares de testiculo que lograra acortar los tiempos de procesamiento, contemplara
la preservacion de macromoléculas para estudios posteriores, y rindiera
suspensiones celulares aptas para su analisis mediante CMF, se realizaron ensayos
de disgregacioén tisular utilizando un homogeneizador de tejidos: el Medimachine
(BD). Como resultado de estos ensayos, se llegé a un protocolo final (detallado en

Materiales y Métodos) que reunia las caracteristicas buscadas:

- Las suspensiones celulares de testiculo preparadas usando el Medimachine
fueron obtenidas en tan sélo 15 min., incluyendo la diseccion y decapsulacion de
testiculos, el cortado del material y su procesamiento en el Medimachine. Esto
representa aproximadamente 1/8 del tiempo usualmente invertido con el mismo fin
cuando se aplican otros protocolos (e.g., Malkov et al.,, 1998). La brevedad del
procedimiento era una de las caracteristicas deseadas, ya que podria favorecer la
preservacion de las macromoléculas de vida corta (por ejemplo, algunos ARNm), lo
cual resulta de critica importancia cuando se requiere una muestra representativa de

los componentes presentes en la poblacion celular original.

- La viabilidad celular en las suspensiones preparadas con Medimachine,
determinada tanto con el Live/Dead kit (Molecular Probes) como con la prueba de
exclusion de Azul Trypan, superd el 85%. Este valor se considerd totalmente
aceptable, dado que otros métodos mecanicos empleados en el pasado rindieron
niveles de viabilidad menores o, a lo sumo, similares (Lam et al., 1970; Meistrich,
1972). Cuando se aplico el Live/Dead kit, sélo un 8% de las células presentaba
unicamente fluorescencia roja del homodimero-1 de etidio (muertas), mientras que el
92% restante era positivo para calceina, con emisién en el verde (vivas). Es
interesante sefalar que un subconjunto de las calceina-positivas presentd doble
marcacion, indicando que el homodimero-1 de etidio habia logrado penetrar en esas

células (ver Discusion) (ver Anexos, Fig. VIII.1).
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- El aspecto al MO de las suspensiones celulares resultantes fue altamente
satisfactorio, exhibiendo buena disgregacién y una minima cantidad de restos y
cumulos celulares (Fig. IV.1). Si bien se ha publicado que las suspensiones
preparadas a través de métodos mecanicos forman cumulos celulares con mayor
facilidad que las tratadas con tripsina (Meistrich, 1977), el protocolo aplicado permitié
obtener suspensiones celulares sin agregados en cantidad significativa en ausencia
de accion enzimatica. Ademas, el agregado de NDA (Meistrich, 1977) a la
suspension mostré ser muy util, no solamente para evitar la formacion de cumulos
celulares, sino también para evitar la obstruccion de la boquilla del citdmetro durante
los estudios en flujo. La buena calidad de la suspensién también fue puesta en
evidencia en los perfiles citométricos, a juzgar por la minima cantidad de desechos
celulares observada en los graficos para las tres especies analizadas. Obsérvese
que tanto la tincién con elevadas concentraciones de IP, como con el colorante vital
Hoechst 33342 fueron ensayadas sobre este material, obteniéndose resultados
similares en relacion con la escasa cantidad de desechos (Fig. 1V.2).

Figura IV.1.- Vista parcial de una suspension celular de testiculo de rata adulta. La
suspension fue preparada utilizando el Medimachine como se describe en Materiales y

Meétodos, y analizada por microscopia de contraste de fases. Puede observarse una gran
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variedad de tamafios y formas celulares en buen estado de desagregacion. Notese que la
mayoria de los espermatozoides mantiene su flagelo. Asimismo, resulta evidente la
ausencia de multinucleados y la preservacion de los citoplasmas celulares. La barra

corresponde a 25 ym.

- Se observaron muy pocos elementos multinucleados (Fig. IV.1). La naturaleza
sincitial del epitelio seminifero favorece la formacién de multinucleados, y éstos
resultan contraproducentes al momento de diferenciar tipos celulares en base a su
contenido de ADN y tamafo (por ejemplo, un multinucleado formado a partir de 4
espermatidas redondas, podria ser errbneamente clasificado como un meiocito)
(Meistrich, 1977; Grogan et al., 1981). Segun Meistrich, aproximadamente 13% de
las espermatidas redondas se detectan en forma de multinucleados tanto cuando las
suspensiones celulares de testiculo son preparadas mediante un método
exclusivamente mecanico (Meistrich, 1972) como en presencia de tripsina (Meistrich
et al, 1973). Es probable que la escasa formacion de multinucleados a través del
nuevo protocolo aplicado se relacione con la escasa manipulacion implicada en el
mismo, ya que se ha afirmado en el pasado que la formacién de multinucleados es

principalmente una consecuencia de la manipulacion del tejido (Meistrich, 1977).

- A diferencia de los métodos mas comunmente usados para la preparacion de
suspensiones celulares testiculares, el método empleado en esta tesis no involucro
accidén enzimatica alguna. Las enzimas disgregadoras generalmente utilizadas son
la tripsina y la colagenasa, las cuales contribuyen a una adecuada disgregacion del
tejido (Meistrich 1977), pero también pueden afectar la integridad celular y/o
preservacion de macromoléculas de interés. Por este motivo, optamos por excluirlas
del protocolo, logrando igualmente una buena disgregacién del tejido (Fig. IV.1). Del
mismo modo, se prescindié del uso de ARNasas ya que existia particular interés en
la preservacion de los ARNm celulares para posteriores estudios de expresion

geénica.
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Figura IV.2.- Anadlisis por CMF del

testiculo preparadas a partir de especimenes adultos de rata (a,a’), ratén (b,b’), cobayo

contenido de ADN de suspensiones celulares de

(c,c’), y ratas juveniles de 21 dias (d,d’) tefidas con IP (a-d), o con el colorante vital
Hoechst 33342 (a’-d’). Las muestras tefidas con IP se analizaron en un citbmetro
FACSVantage (laser argon-ion Innova 304 a 488 nm), y las tefiidas con Hoechst 33342
fueron procesadas en un citdmetro MoFlo (laser UV Innova 90C-6 a 260 nm). Para ambas
tinciones los histogramas obtenidos para los adultos de las tres especies estudiadas
muestran claramente 3 poblaciones celulares principales, segun su contenido de ADN (C,
2C y 4C). Se ha reportado que el pico adicional que aparece a la izquierda del pico C
corresponde a espermatidas en avanzado estado de elongacion y espermatozoides
condensados ya elongados (Malkov et al., 1998). La naturaleza inmadura del testiculo de
rata de 21 dpp (d,d’) resulta evidente dada la ausencia del pico C. Nétese también la
ausencia de desechos celulares significativos (usualmente ubicados contra el eje izquierdo

de las ordenadas) en todos los graficos.

- El método desarrollado no danaria selectivamente ningun tipo celular. Los
histogramas obtenidos del anadlisis mediante citometria de flujo de suspensiones
celulares de testiculo de ratas y ratones adultos preparadas por este método vy
tefdidas con IP (Fig. IV.2a, IV.2b), no presentaron diferencias significativas con los

perfiles citométricos provenientes del analisis de suspensiones similares obtenidas
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con protocolos que combinan disgregacidon mecanica y enzimatica (Malkov et al.,
1998). Es mas, la tincidon con otro colorante (Hoechst 33342) y su analisis en un
equipo diferente (MoFlo) permiti6, de todos modos, la obtencion de perfiles
citométricos similares (ver fig. 1V.2). Estos resultados indican que el método aplicado
no dafiaria en forma selectiva ningun tipo celular. Reforzando este concepto, cuando
la composicion celular de suspensiones testiculares de cobayo adulto tefidas con IP
fue analizada por citometria de flujo (Fig. IV.2c), se observo que existia una amplia
coincidencia con los porcentajes relativos previamente determinados en adultos de
esta especie a través de conteos celulares en cortes transversales de tubulos
seminiferos (Rodriguez y Wettstein, 2004) (Tabla IV.1). La misma situacion fue
encontrada para suspensiones de células testiculares de ratén adulto, sobre el cual
también existian publicados datos porcentuales provenientes de conteos al MO
sobre cortes (Meistrich et al., 1973).

- Cuando el método fue aplicado al analisis de la composicion celular de
testiculos inmaduros, los resultados también fueron concordantes con estudios
citométricos anteriores. A modo de ejemplo, los porcentajes relativos obtenidos por
nuestro método para las subpoblaciones testiculares con diferente contenido de
ADN (C, 2C y 4C) en ratas de 21 dias fueron 0%, 65%, y 24%, respectivamente (Fig.
IV2.d), mientras que Malkov y colaboradores (1998) reportaron 0%, 77% y 19% para
ratas de 20 dias, y 0%, 48% y 47% para ratas de 22 dias. Por lo tanto, se hallaron
valores porcentuales intermedios para una etapa de desarrollo intermedia, indicando
una vez mas que el método desarrollado no dafaria selectivamente ningun tipo

celular.
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Tabla IV.1.- Comparacion de datos obtenidos a través de dos encares metodologicos
diferentes, en relaciéon a los porcentajes relativos de poblaciones celulares de testiculo de
cobayo y ratén adulto con diferente contenido de ADN. C, 2C y 4C se refieren al contenido
de ADN. Los datos por conteo en tubulos provienen de Rodriguez y Wettstein (2004) para C.

porcellus, y de Meistrich et al. (1973) en el caso de M. musculus.

Conteo en cortes c . .
. onteo por citometria de
transversales de tubulos flui
.. ujo
seminiferos
C. porcellus
C=66,5% C =65,5%
2C=11,0% 2C=11,5%
4C=22,5% 4C =23,0%
M. musculus
C=66,2% C=62,5%
2C=16,4 % 2C=18,4%
4C=179% 4C=18,7%

- El protocolo desarrollado mostré ser facilmente reproducible. Como puede
apreciarse en la tabla 1V.2, las suspensiones celulares testiculares preparadas a
partir de varios especimenes adultos de rata en forma independiente exhibieron
porcentajes relativos de las poblaciones celulares C, 2C y 4C muy similares. La
minima manipulacion que implica este método, a diferencia de otros, lo convierte en
minimamente dependiente del operador y favorece, en consecuencia, su

reproducibilidad (ver Discusion).
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Tabla IV.2.- Analisis de la reproducibilidad del método aplicado para la preparacién de
suspensiones celulares de testiculo. Los datos corresponden a los porcentajes relativos de
las poblaciones celulares C, 2C y 4C provenientes de 7 experimentos independientes

realizados con testiculos de ratas adultas (1 especimen /experimento).

F;ng\:;:j; Contenido de ADN
(o 2C 4C
1 72.0 12.0 16.0
2 76.0 11.0 13.0
3 75.0 13.0 12.0
4 76.0 11.0 13.0
5 72.0 12.0 16.0
6 71.5 15.0 13.5
7 73.0 13.0 14.0
Promedio 73.6 12.4 14.0
DesvioEstandar 2.0 1.4 1.5

En resumen, el método desarrollado elimina pasos y tratamientos
enzimaticos, minimiza la manipulacion del material, y acorta sensiblemente los
tiempos entre la diseccion testicular y la purificacion de los estadios
espermatogénicos de interés por clasificacion en flujo, representando una
interesante alternativa a otros métodos mas extensos y complejos, como se discutira
mas adelante. Probablemente, su desarrollo represente uno de los aportes técnicos
de interés mas general de la presente tesis (Rodriguez-Casuriaga et al., 2009; ver

Discusion 'y Anexos VIII.4).
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IV.2. Estudios de la espermatogénesis del cobayo por citometria de

flujo

IV.2.a. Estudio del desarrollo postnatal de testiculo de cobayo.
Comparaciéon del establecimiento de su primera onda

espermatogénica con otros roedores.

Con el fin de estudiar el establecimiento de la primera onda espermatogénica
en C. porcellus y de compararla con la informacion disponible de rata y raton, se
utilizaron suspensiones celulares testiculares de especimenes inmaduros de entre 3
y 45 dias posparto (dpp). Las mismas fueron analizadas mediante citometria de flujo
(CMF) luego de exponerlas durante 10 min. a IP. Los analisis se realizaron a través
de histogramas de FL2-A (fluorescencia de IP) y dot plots mostrando FL2-A vs. SSC-
H (Fig. IV.3). Si bien en un principio se hicieron estudios comparativos entre el
FACSVantage y el MoFlo, se opt6 por el uso de IP y del equipo FACSVantage para
estos estudios, ya que en él se logré6 una muy buena linearidad (2.0 + 0,05) en
comparacién con la obtenida en el MoFlo (~1,6) (ver Fig. IV.2).

A medida que la espermatogénesis avanza, ocurren variaciones en el
contenido de ADN de las células testiculares (ver Fig. IV.3). Durante los primeros
dias después del nacimiento, los individuos juveniles poseen en sus testiculos una
amplia mayoria de células 2C (mayormente células de Sertoli, Leydig, vy
espermatogonias) y unas pocas células 4C correspondientes a espermatogonias y
células somaticas en division mitética (Culty, 2009) cursando la etapa G2 (Fig.
IV.3A-A’, 3 dpp). El inicio de la meiosis se ve reflejado en un incremento en la
proporcion de poblacién celular 4C (Fig. IV.3B-B’, 6 dpp), que continda luego
aumentando a medida que progresa la profase | (Fig. IV.3C-C’, 12 dpp; IV.3D-D’, 15
dpp; IV.3E-E’, 22 dpp). De similar modo, el comienzo de la espermiogénesis se
encuentra sefialado por la aparicion de las primeras células C (Fig. IV.3F-F’, 32 dpp),
y el aumento en la proporcién de células C se correlaciona con la presencia de
estadios haploides mas tardios (Fig. IV.3G-G’, 38 dpp; IV.3H-H’, 45 dpp) (Rodriguez-
Casuriaga et al., 2011).
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Fig. IV.3.- Avance de la espermatogénesis durante el desarrollo postnatal del testiculo de

cobayo seguido por CMF. Las adquisiciones mostradas fueron realizadas luego de 10 min.

de exposicion a IP. Las edades de los especimenes estan expresadas en dias (dpp). A-H,

histogramas de intensidad de fluorescencia de IP. A’-H’, dot plots mostrando dispersion

lateral (SSC-H o 90° scatter) vs intensidad de fluorescencia de IP, en los que cada punto

corresponde a una célula. El progreso de la espermatogénesis puede visualizarse a través

de las variaciones en las poblaciones C, 2C y 4C en los especimenes en maduracion.

Obsérvese el aumento en la frecuencia de células 4C a medida que avanza la meiosis (6 a



32 dpp). Del mismo modo, el inicio de la espermiogénesis a los 32 dias luego del nacimiento
queda marcado por la aparicion de las primeras células C. (F, F’). Los pesos testiculares de
los individuos mostrados en los graficos fueron los siguientes: A, 0.08 g; B, 0.13 g; C, 0.26
g;D,0.32¢g;E,045¢9;F,0.529; G, 065g; H,0.75 g.

Asimismo, se pudo confirmar mediante citometria de flujo la existencia en
esta especie de una correspondencia directa entre el peso testicular del especimen y
la progresion de la espermatogénesis (Fig. 1V.4), dato previamente sugerido a partir
de observaciones microscopicas (Rodriguez y Wettstein, 2004). La similitud entre los
perfiles citométricos resultantes del analisis de individuos con edades muy disimiles

(15 y 32 dpp) pero presentando tamanos testiculares semejantes, es notoria.
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Fig. IV.4.- Analisis por CMF de una suspensién celular testicular de un cobayo de 15 dias de
edad (A,A’) y de otro de 32 dias llamativamente pequefio para su edad (B, B’). Ambos
especimemes presentaron pesos testiculares similares (0.32 y 0.28 g, respectivamente). Los
porcentajes relativos de las poblaciones celulares testiculares 4C y 2C estan indicadas en
los histogramas. La similitud entre los perfiles citométricos a pesar de la diferencia de edad,

resulta evidente.

Los resultados obtenidos por CMF en cobayos juveniles fueron verificados por
observacion al microscopio Optico, mediante el control paralelo de la morfologia

celular en secciones transversales de tubulos seminiferos sobre cortes semifinos de
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material incluido en Epon (ver Materiales y métodos). Se encontré que la
informacion citomorfolégica se correlacionaba satisfactoriamente con la obtenida a
partir de los perfiles de citometria de flujo, en relacion a la aparicion de los diferentes
tipos celulares (Fig. IV.5) (Rodriguez-Casuriaga et al., 2011).

Los porcentajes de células con diferentes contenidos de ADN (valor C) fueron
monitoreados en los cobayos juveniles de diferentes edades, como forma de seguir
el patrén de adquisicion de células germinales en maduracion durante el desarrollo
testicular postnatal en esta especie. En la tabla IV.3A se resumen estos resultados y
se los compara con datos equivalentes publicados sobre rata y raton (Malkov et al.,
1998). Como puede observarse, se hallé una buena correlacion entre las variaciones
relativas de células testiculares con diferente valor C y los principales estadios de
desarrollo para las 3 especies incluidas en la tabla, excepto en cobayos puberes en
los cuales el contenido testicular de células 4C (30%) es notablemente superior a los
observados en puberes de rata y ratén (16.3% and 12.5%, respectivamente).

Cuando se consideraron las relaciones 4C/2C y C/2C para evaluar el avance
de la espermatogénesis, se detectaron también diferencias para C. porcellus,
presentando una relacion 4C/2C al comienzo de la meiosis (0,06) que duplica la
observada para rata y ratén en la misma etapa de desarrollo (0,03; calculado de
Malkov et al, 1998).
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Figure IV.5.- A-H: Cortes transversales de cordones y tubulos seminiferos de cobayos
inmaduros de diferentes edades, analizados al MO El material testicular proveniente de
animales de diferentes edades fue incluido en resina epodxica, cortado en ultramicrétomo y
tefiido (ver Materiales y Métodos). El material proviene de los mismos especimenes

67



juveniles analizados mediante CMF (Fig.IV.3) con las siguientes edades y pesos
testiculares: A, 3 dpp/ 0.08 g; B, 6 dpp/ 0.13 g; C, 12 dpp/ 0.26 g; D, 15 dpp/ 0.32 g; E, 22
dpp/ 0.45 g; F, 32 dpp/ 0.52 g; G, 38 dpp/ 0.65 g; H, 45 dpp/ 0.75 g. Las flechas sefalan los
estadios/ tipos celulares destacados en cada caso: S, células de Sertoli; G, espermatogonia;
L, leptoteno; Z, cigoteno; EP, paquiteno temprano; LP, paquiteno tardio; Di, diploteno; RS,
espermatidas redondas; ES, espermatidas elongadas; Bou, bouquet cromosomico. Las

barras corresponden a 50 pm.

Si se considera el momento del inicio de la meiosis por un lado, y de la
espermiogénesis por otro, es posible inferir la duracién conjunta de ambas divisiones
meidticas. La tabla IV.3B muestra datos sobre el esquema de desarrollo testicular
postnatal (expresado en dpp) en diferentes especies de roedores. Un esquema
significativamente diferente fue observado en cobayo, presentando una muy extensa
meiosis (22-24 dias) en comparaciéon con rata y ratén (10-12 dias; dato extraido de
Malkov et al, 1998).

Dado que el tiempo en que se completa un ciclo del epitelio seminifero varia
de una a otra especie, se compard la duracion porcentual de los diversos estadios
durante la primera onda espermatogénica en diferentes especies de roedores.
Tomando la primera onda espermatogénica de la rata como referencia, y asumiendo
proporcionalidad, se compararon duracion esperada vs. duracién observada para
las otras dos especies [i.e. ratdbn (Malkov et al, 1998) y cobayo]. La informacion
disponible sobre Mesocricetus auratus (hamster dorado) también fue incluida en

esta comparacion (Golan et al., 2000) (Fig. IV.6).
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Tabla IV.3.- Comparacion del establecimiento de la primera onda espermatogénica en
Rattus norvegicus (Rn), Mus musculus (Mm), y Cavia porcellus (Cp). Los datos de rata (Rn)
y ratén (Mm) provienen de Malkov et al., 1998. A, Variaciones en porcentajes relativos de las
poblaciones celulares testiculares con diferente contenido de ADN (C, 2C y 4C), a medida
que avanza la primera onda espermatogénica. Se comparan los datos provenientes del
analisis por CMF de juveniles de las tres especies. B, Comparacion de esquemas
temporales de desarrollo testicular para las tres especies nombradas. La duraciéon conjunta

de ambas duraciones meiodticas también ha sido incluida en la comparacién (gris).

A B
Porcentajes relativos Estadio de desarrollo
C 2C 4C Dias post-parto
Tipos celulares
en el testiculo Rn Mm Cp Rn Mm Cp Rn Mm Cp Rn Mm Cp
Gonias y células
somaticas 0 0 0 97 97 97 3 3 3 6-7 6-7 3
(Unicamente)
Células en
leptoteno (inicio 0 0 0 97 97 94.3 3 3 5.7 13-14 10 5-6
de la meiosis)
Células en 0 0 0 93 | 935 | 916 | 7 | 65 | 84 | 1718 | 12 | 1042
cigoteno
Apariciéon de
celulas 0 0 o | 80 | 845 | 8.7 | 20 | 155 | 193 | 1920 | 14 15
paquiténicas
tempranas
Aparicién de
celulas 0 0 0 | 505 | 524 | 55 | 495 | 476 | 45 |2223 | 1718 | 22
paquiténicas
tardias
Aparicion de
espermatidas 2.1 7.3 4.8 51.6 44.8 44.2 46.3 47.9 51 24-25 | 20-21 31-32
redondas
Aparicién de
espermatidas 31 24.2 24.7 34 36.8 33.8 35 39 41.5 | 30-31 | 24-25 37-38
elongadas
Aparicionde | gs 3 | 78 | 477 | 173 | 94 | 223 | 163 | 125 | 30 | 3637 | 2728 | 45
espermatozoides

Duracién de las divisiones meioéticas | + Il (dias) 10-12 | 10-11 | 22-24

En lo que respecta a la espermiogénesis, se detectaron diferencias menores

entre los valores esperados y observados para todas las especies incluidas en la
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comparacion. Asimismo, cuando la duracion de meiosis |+Il fue analizada, en los
casos de raton y hamster dorado las diferencias entre lo esperado y lo observado no
excedieron el 6-8%. Sin embargo, la duracién porcentual de las divisiones meioticas
observada en cobayo fue 58% del tiempo en que se completa la primera onda,
duplicando, practicamente, el valor esperado (30%) si su duracién fuera proporcional
a la de rata. Por lo tanto, independientemente de la duracién en dias del ciclo
seminifero de la especie, las divisiones meiodticas en C. porcellus se extienden
durante mas de la mitad de la primera onda espermatogénica. Ademas, un muy
precoz inicio de la meiosis | resulta evidente en cobayo, al compararlo con las tres
restantes especies analizadas. Este ultimo aspecto pudo ser confirmado al MO,
observandose la rapida aparicion de meiocitos tempranos post-nacimiento, asi como
su lenta progresion a través de una peculiarmente extensa primera profase meiética
(ver fig. IV.5).
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Figura IV.6.- Comparacion de la duracion porcentual de estadios espermatogénicos en
diferentes especies de roedores. Tomando la primera onda espermatogénica de la rata
como referencia, se calculé la duracién porcentual esperada (EL) de diferentes estadios de

interés en otras tres especies, asumiendo proporcionalidad a rata. Los valores calculados de
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esta manera fueron luego comparados con los efectivamente observados (OL) en esas
especies. Los datos de rata y raton fueron extraidos de Malkov et al. (1998), mientras que
los de hamster dorado provienen de Golan et al. (2000). En el caso de hamster, se muestran
las tres grandes etapas de la espermatogénesis en forma no subdividida, por no disponerse
de mayor informacion publicada. Nétese que Cavia porcellus (cobayo) es la especie con

diferencias mas notorias entre los valores esperados y los observados.
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IV.2.b. Peculiaridades observadas en perfiles citométricos para

suspensiones celulares testiculares de cobayos adultos.

La composicion celular del testiculo de especimenes jovenes adultos de C.
porcellus también fue analizada por CMF. Las adquisiciones de datos realizadas
luego de 10 min. de exposicién al IP rindieron histogramas similares al que se
observa en la figura 3H, mostrando un pico 4C unico y ancho. Sin embargo, cuando
las mismas suspensiones celulares fueron incubadas en presencia de una elevada
concentracion de IP por aproximadamente 2 horas en hielo, en los histogramas se
pudieron distinguir 2 subpoblaciones 4C claramente separadas (R3 y R4),
mostrando diferentes niveles de fluorescencia de IP (Fig. IV.7A). En los graficos de
puntos de intensidad de fluorescencia vs dispersion lateral (SSC-H), R3 y R4
también aparecen claramente separadas, exhibiendo la poblacidn R4 una mayor
intensidad de fluorescencia de IP y mayor complejidad interna que R3 (Fig. IV.7A’)

(Rodriguez-Casuriaga et al., 2011).
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Figura IV.7.- Analisis por CMF de suspensiones celulares testiculares de cobayos de 50
dias de edad tenidas con dos fluorocromos diferentes: A, A’, 2 horas de exposicién a IP; B,
B’, 1 hora de exposicién a Vybrant DyeCycle Orange. Las poblaciones celulares R3 y R4
dentro de las células 4C son claramente distinguibles con ambos colorantes. Las diferentes
proporciones entre las poblaciones C, 2C y 4C obtenidas con un colorante y otro, pueden
explicarse por la marcada diferencia en pesos testiculares que presentaban los

especimenes utilizados en los ensayos: 0,909 y 0,51g para las suspensiones tefidas con IP
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y Vybrant, respectivamente. De hecho, las proporciones de C, 2C y 4C obtenidas para el
cobayo de menor peso testicular (B, B’) recuerdan a las de un cobayo tipico de 32 dias de

edad, cuyos testiculos pesan aproximadamente 0,509 (ver Fig. IV.3F, F’).

Dado que el IP es un colorante que puede intercalarse tanto en moléculas de
ADN como de ARN de doble hebra (y el protocolo aplicado excluye el uso de
ARNasas), se realizaron mediciones en el citdmetro de flujo utilizando un colorante
vital especifico para el ADN (Vybrant Dye Cycle). Como puede observarse en la
figura IV.7B, B’, el patron bimodal de la poblacion 4C en cobayo pudo también ser
claramente detectado con esta tincion, indicando que la presencia de los dos picos
no se debe (0 al menos no exclusivamente) a diferencias en el contenido de ARN
entre ambas subpoblaciones (ver Discusion).

Resulté interesante poder comprobar, en el caso de tinciéon con IP, que la
separacion entre las dos poblaciones 4C de cobayo se acentuaba a mayor
exposicion al colorante (Fig. IV.8A-C, A’-C’). Este llamativo patrén de fluorescencia
del IP obtenido en esta especie, no pudo reproducirse para material testicular de rata
ni ratdon, aun cuando se ensayaron tiempos muy prolongados de exposicion al
fluorocromo (Fig. IV.8D, D’).
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Figura IV.8.- A-C y A’-C’, Analisis por CMF de una suspension celular de testiculo de cobayo
adulto, luego de diferentes tiempos de exposicion a IP (10 min, 2 horas y 4 horas de tincion,
respectivamente). Se observa una correlacion positiva entre el tiempo de tincién y la separacion
de las regiones R3 y R4, muy evidente a partir de las 2 horas de tincion en esta especie. D,D’,
Analisis citométrico en flujo de una suspension celular testicular de ratén adulto luego de 5 horas
de exposicion a IP, mostrando la imposibilidad de discriminar en esta especie las poblaciones R3

y R4, aun luego de prolongadas exposiciones al colorante.
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En este punto, nuestra hipétesis de trabajo pasd a ser que las células de la
region R3 corresponderian a meiocitos tempranos (L/Z) mientras que las de la region
R4 serian meiocitos medios a avanzados (P/D), y que su distincion en los perfiles
citométricos era posible en cobayo dada la alta representacién que tenian los
estadios meidticos tempranos en esta especie.

Una observacién, que en un principio resulté llamativa, fue que cuando se
empleaban cobayos de 45-50 dpp, no todos los individuos analizados mostraban en
sus perfiles citométricos una clara separacién de R3 y R4, aun después de una
extensa exposicién al IP. Cuando se evaluaron los datos en conjunto, se observé
que estas diferencias se vinculaban con variaciones significativas en los pesos
testiculares de los individuos estudiados, obteniéndose una oéptima distincion de
subpicos con pesos testiculares de entre 0,6 y 0,9 g (Tabla 1V.4). Para testiculos de
menor peso se observd, o bien un pico 4C unico no subdividido (e.g. 0,3 g), 0 un
pico 4C muy ancho que no llegaba a subdividirse claramente (0,4-0,5 g). A su vez,
cuando se analizaron los perfiles citométricos conjuntamente con los componentes
relativos de R3 y R4 dentro de 4C (basandonos en la hipotesis de que RS3
correspondia a meiocitos tempranos cursando L/Z, y R4 a meiocitos medios a
avanzados) se observd que cuando uno de ellos era ampliamente mayoritario, la
distincién del segundo componente como un pico separado se tornaba dificultosa
(e.g. para testiculos de ~0,3 g, con R3=80% de 4C; datos provenientes de conteos
sobre cortes de tubulos; Rodriguez y Wettstein, 2004). Sin embargo, para picos 4C
con componentes relativos R3 y R4 no tan dispares (~40-60% cada uno), la
distincion de los subpicos era evidente (ver Anexos, Fig. VIII.2).

El conjunto de los resultados obtenidos indicé que los individuos de 45-50
dias de edad con un peso testicular 20,6g (que acababan de completar la primera
onda espermatogénica) eran los que exhibian una divisién de la poblacion 4C en dos
subpicos de tamafno mas semejante (~40-60% cada uno; Anexos, Fig. VIII.2C).
Individuos con un peso testicular menor no permitian una buena separacion de
ambos picos (Anexos, Fig. VIII.2A,B), en tanto individuos de edad o peso testicular
mayor, presentaban ambos picos claramente divididos, pero el tamano del pico R4

se volvia mayoritario en comparacion con el de R3 (Anexos, Fig. VIII.2D).
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Tabla IV.4 — Influencia del peso testicular del especimen sobre la distincion de las
subpoblaciones celulares R3 y R4. El peso testicular tiene una clara relacion con el grado de
avance de la primera onda espermatogénica (ver Fig.IV.4, por ejemplo; Rodriguez y
Wettstein, 2004), y a su vez, éste influye sobre la composicion porcentual relativa del epitelio
seminifero. Los porcentajes de R3 en relacién a 4C incluidos en la tabla provienen de
conteos sobre cortes transversales de material incluido en plastico (Rodriguez y Wettstein,
2004), y se enmarcan en la hipotesis de que las células de la region R3 corresponderian a

meiocitos L/Z.

Especimen 45-50d Peso corporal Peso testicular Distincion R3-R4
1 290 0,35 No (~80% R3)
2 302 0,45 No (~70% R3)
3 341 0,60 Si
4 351 0,60 Si
5 358 0,47 No (~70% R3)
6 358 0,70 Si
7 389 0,72 Si
8 405 0,90 Si
9 406 0,87 Si
10 416 0,80 Si
11 422 0,77 Si
12 426 0,86 Si
13 476 0,90 Si

Mas alla de la influencia indirecta del peso testicular del cobayo sobre el
aspecto de la poblacion 4C en histogramas y graficos de puntos, las observaciones
sobre el aporte relativo de R3 y R4 y su distincion dentro de la poblacion 4C
resultaron interesantes, y permitieron elaborar una posible interpretacion sobre las

diferencias interespecificas detectadas en este aspecto (ver Discusion).
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IV.3. Clasificacion y separacion celular por citometria de flujo

IV.3.a. Puesta a punto de la clasificacion celular de estadios

espermatogénicos de roedores

Una vez observado que los perfiles citométricos descritos para las
poblaciones testiculares de rata y raton (Malkov, 1998) eran perfectamente
reproducibles en nuestras manos, y partiendo de material testicular procesado
mediante la técnica descrita en IV.1, nos propusimos poner a punto la purificacion de

poblaciones celulares de testiculo de roedores mediante citometria de flujo.

La purificacidon de células con contenido de ADN 4C fue ensayada tanto en el
MoFlo, como en el FACSVantage. Para los ensayos en el MoFlo se utilizé tincion
supravital con Hoechst 33342, y excitacion con laser UV, mientras que en los
ensayos en el FACSVantage las células fueron tefiidas con IP y excitadas a 488 nm
(ver Materiales y Métodos). A pesar de la gran capacidad clasificadora del MoFlo, los
resultados obtenidos en el FACSVantage resultaron netamente superiores tanto en

relacion a la linearidad del equipo, como en la integridad de las células clasificadas.

Si bien la elevada velocidad de clasificacidn representa una significativa
reduccion en los tiempos de sorting y posibilita la clasificacion de hasta 4
poblaciones celulares en simultaneo, los resultados de las clasificaciones en el
MoFlo fueron desalentadores, ya que el aspecto de las células recuperadas no era el
deseable, indicando un sufrimiento celular importante (datos no mostrados). En los
citometros de alta performance como éste, la muestra esta sometida a presiones

muy elevadas, y esto puede afectar la integridad celular.

Por otra parte, las clasificaciones efectuadas en el FACSVantage rindieron
poblaciones celulares de aspecto sumamente homogéneo, y en las observaciones
bajo Optica de contraste de fases, se pudo observar que las células clasificadas aun
conservaban sus citoplasmas (Fig. IV.9). Esta observaciéon resulté de vital
importancia considerando las posteriores extracciones de ARN que se planeaban
realizar. Con respecto a la pureza obtenida, los re-analisis de las células clasificadas
rindieron, en general, resultados mas que satisfactorios, con un 98-99% de pureza.
En los casos en que se comprobdé al MO algo de contaminacion con células no

deseadas, las células contaminantes fueron espermatozoides maduros, por lo cual
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se concluy6 que la eleccion de individuos con una baja proporcion de los mismos

favoreceria la pureza de las células clasificadas.
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Figura IV.9.- Aspecto al MO de la poblacion de células testiculares de rata con contenido de
ADN=4C, clasificadas en el FACSVantage. a, Células frescas (sin fijar ni tefir) observadas
con microscopia de contraste de fases. Notese la preservacion de los citoplasmas (flechas).
b, Células fijadas con PFA y tefidas con Giemsa, observadas en campo claro. Obsérvese la

uniformidad en el tamafio y aspecto de los nucleos.
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IV.3.b.Purificacion de subestadios de primera profase meidtica de C.

porcellus

Habiendo constatado que podiamos separar poblaciones celulares de
testiculo de roedores con distinto contenido de ADN (i.e. 4C, 2C, C) en altisimo
grado de pureza mediante citometria de flujo, nos preguntamos si seriamos capaces
de purificar separadamente células de los picos R3 y R4 correspondientes a la
poblacién 4C de cobayo, de modo de indagar la identidad de dichas subpoblaciones.
Si bien esta tarea era mucho mas delicada dado que se trataba de células con igual
contenido de ADN, ellas se separaban en dos subpoblaciones claramente
identificables, presumiblemente por diferencias en los otros parametros que el
equipo toma en consideracion, como el tamafno celular y la complejidad interna de
las células (por ejemplo, en relacién a la condensacion y disposicion diferencial de la
cromatina).

Con este objetivo, células tefidas con I[P y clasificadas por CMF
pertenecientes a las regiones R3 y R4 de cobayo fueron analizadas al microscopio
de epifluorescencia. Las diferencias observadas en relacién a la diferencia de los
tamafnos nucleares sugirieron que las células provenientes de la region R3 podrian
corresponder a meiocitos primarios tempranos (i.e. L, Z y P tempranos) (Fig.
IV.10A), mientras que las contenidas en R4 (con nucleos promedialmente bastante
mayores) estarian cursando profase media a tardia (P avanzado y D) (Fig. IV.10A").

Para confirmar esta hipotesis, las células clasificadas en flujo provenientes de
las regiones R3 y R4 fueron incluidas en resina epoxica, seccionadas, tefiidas con
azul de toluidina y analizadas al microscopio 6ptico en campo claro. Los resultados
de este analisis mostraron que los cortes del material proveniente de R3 contenian
nucleos con configuraciones cromosomicas caracteristicas de estadios muy
tempranos de la profase I: L, Z, y algunos P tempranos (Fig. IV.10B), mientras que
los de R4 correspondian a P avanzado/tardio y algunos D (Fig. IV.10B"). Se
observaron con frecuencia configuraciones cromosémicas en bouquet (tipicas de la
transicion L-Z) en los cortes semifinos de R3 (ver Fig. IV.10B), mientras que no se
detectaron en las secciones de R4. Un tercer nivel de confirmacion de la identidad
de R3 y R4 pudo obtenerse a través de ensayos de inmunocitoquimica utilizando un
anticuerpo anti-Sycp3, el cual, al detectar un componente de los elementos laterales
del CS, permitié distinguir inequivocamente diferentes estadios meioticos bajo el

microscopio laser confocal (Fig. IV.10C, C’) (Rodriguez-Casuriaga et al., 2011).
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Figura IV.10.- Analisis microscopico de las células separadas de las regiones 4C R3 (A,B,C) y

R4 (A',B’,C’) de una poblacién testicular de C. porcellus. A,A’, Imagenes obtenidas al
microscopio de epifluorescencia de las células purificadas, tefiidas con IP. Los nucleos de las
células provenientes de la region R3 son comparativamente mas pequefios. La barra
corresponde a 10 um. B,B’, Analisis al MO (campo claro) en cortes semifinos de bloques de
inclusion conteniendo las células separadas en flujo. Como puede observarse, la mayoria de
los nucleos de las células de la regién R3 muestran sus cromosomas en configuracion de
bouquet (caracteristica de la transicion L/Z), mientras que las células de la region R4
corresponden mayoritariamente a espermatocitos paquiténicos (P). La barra corresponde a 10
um. C,C’, Microscopia laser confocal de inmunomarcacién de células dispersadas con un
anticuerpo contra Sycp3 (proteina de complejo sinaptonémico 3, componente de los
elementos laterales). La fraccion R3 corresponde a meiocitos tempranos (L/Z) en los cuales
pueden verse ejes simples y cortos segmentos de CSs, mientras que R4 contiene meiocitos

mas avanzados (P) con CSs totalmente ensamblados de un extremo cromosomico al otro.

Cuando las poblaciones celulares clasificadas fueron reanalizadas en el
citometro de flujo, se encontré que la pureza lograda para las fracciones R3 y R4 era
del 98% y 97%, respectivamente, medida a 500 eventos/seg. en el modo Normal-R.
Por otra parte, los datos de pureza provenientes de los conteos realizados sobre

cortes de material incluido en Epon (por ej., fig. IV.10B,B’) mostraron al menos un
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94% de meiocitos tempranos para la fraccion proveniente de la region R3 (la
mayoria mostrando cromosomas dispuestos en bouquet), mientras que la proporcion
de meiocitos cursando profase | media a tardia (P y D) para la fraccion R4 supero el
93%. Vale mencionar que la cantidad de figuras en bouquet de la subpoblacion R3
estd probablemente subestimada, ya que la visualizacién inequivoca de esta
configuracion en los cortes depende, en gran medida, de la orientacion de cada
célula en el bloque de inclusion y la latitud del corte (por ejemplo., los bouquet son

dificilmente identificables en secciones polares).
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IV.4. Estudios de expresion génica estadio-especifica durante la

espermatogénesis de C. porcellus

IV.4.a. Separacion de células cursando diferentes estadios

espermatogénicos por CMF y obtencion de su ARN total

Una vez confirmada la factibilidad de separar meiocitos cursando profase
meidtica temprana (L/Z) de aquellos mas avanzados (P/D), se procedié a hacer
acopio del material necesario a ser utilizado en estudios comparativos de expresion
génica. Asimismo, se purificd la fraccion celular con contenido de ADN 2C, que si
bien no corresponde a un unico tipo celular, incluye una amplia mayoria de
espermatogonias (premeiosis), cuyos perfiles de expresion génica resultan
interesantes de incluir en la comparacion.

Las subpoblaciones R3 y R4 fueron separadas en paralelo a partir de
especimenes adultos jovenes de 45-50 dias de edad, con primera onda espermatica
completa, y un peso testicular 20,6 g (ver tabla 1V.4).

El material proveniente de cada individuo se procesé separadamente en dias
independientes de trabajo, dada la exhaustiva exposicién al colorante requerida para
la distincion inequivoca de R3 y R4 (=22 hs), y la abundancia del material testicular
procesado en relacion a la velocidad conveniente de clasificacion (<1000
eventos/seq) para obtener poblaciones con alto grado de pureza.

En el caso de la tercera poblacion celular a ser incluida en los estudios
comparativos de expresion génica (2C), se usaron individuos de aproximadamente
45 dias de edad, no siendo en este caso relevante la variacion en el tamano
testicular.

Las extracciones de ARN total se realizaron utilizando un kit especialmente
disefiado para optimizar la recuperacion de ARN a partir de poco material (<5x10°
células), como se detalla en Materiales y Métodos. Las células de R3 y R4 utilizadas
como fuente de ARN para el DD se obtuvieron mediante un total aproximado de 20
horas efectivas de sorting, en varias jornadas independientes de purificacion. Se
tuvo especial cuidado en realizar la clasificacion a velocidad relativamente baja y
marcando las ventanas de sorting de forma distanciada (dejando una zona de
seguridad entre ellas), para evitar la contaminacion cruzada de las fracciones
separadas. Las cantidades de ARN obtenidas luego del tratamiento con ADNasa

libre de ARNasa, fueron de 2 pg para 2C, 1,5 yg para R3 y 3,4 ug para R4,
81



obteniéndose los siguientes rendimientos aproximados por tubo colectado: ~0,20 ug
a partir de 4C-R3; ~0,48 ug a partir de 4C-R4; y ~0,60 pg a partir de células 2C
totales La integridad de los ARNs fue evaluada en geles de agarosa como el que se
muestra en la figura IV.11. Como puede observarse, la calidad de los ARNs
obtenidos fue correcta a pesar del tiempo transcurrido entre la muerte del especimen
y la congelacion de precipitados celulares en N3 liquido (unas 4-5 horas en el caso

de R3 y R4 que requieren 22 horas de exposicion al IP).

.20 R3 R4

r

- .
Figura IV.11.- Electroforesis en gel de agarosa tenido con BrEt, mostrando el aspecto de los
ARNSs totales extraidos de células 2C, R3 y R4 de cobayo purificadas mediante citometria de

flujo.

IV.4.b.Aplicacion del método de DD a las diferentes poblaciones

celulares a comparar

El ARN total obtenido de las células de interés purificadas por citometria de
flujo (2C, R3 y R4) fue posteriormente utilizado en estudios comparativos de
expresion génica. Para ello se hizo uso de la metodologia de DD de ARN (Liang y
Pardee, 1992), como se mencion6 anteriormente, y empleando un kit comercial de la
empresa GenHunter.

En total se ensayaron 11 combinaciones de iniciadores: 6 utilizando HT11G y 5
usando HT11C, combinadas 8 iniciadores de secuencia arbitraria (HAP-1 al 8) (ver
Materiales y Métodos). Las figuras IV.12 y IV.13 muestran los resultados obtenidos
durante estas amplificaciones, luego de haber sido desplegadas en geles y
expuestas autorradiograficamente, como se detalla en Materiales y Métodos. Todas
las amplificaciones (para cada combinacion de iniciadores) se realizaron por
duplicado para cada poblacion celular, y se incluyeron los controles negativos

correspondientes, sin RT.
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Como puede apreciarse en las figuras IV.12 y IV.13, los resultados de estos
estudios comparativos de expresion génica fueron, a primera vista, satisfactorios,
habiéndose obtenido un significativo numero de bandas totales, muchas de las
cuales manifestaron ser diferenciales de una poblacion celular con respecto a las
otras. Si bien en las figuras se han marcado algunas de las bandas diferenciales a
modo de ejemplo, el analisis completo cuantitativo de los fragmentos amplificados

diferencialmente se encuentra en la siguiente seccion (1V.4.c).

Figura IV.12 (pagina siguiente) — DD de ARNm de poblaciones celulares 2C, R3 y R4
empleando seis combinaciones de iniciadores diferentes, basadas en el iniciador oligo-dT
HT.G y seis iniciadores de secuencia arbitraria de 13 nucledtidos de longitud. La
combinacion de iniciadores empleada en cada caso se indica en la parte superior: G-7,
HT11G-HAP1; G-2, HT11G-HAP2; G-3, HT11G-HAP3; G-4, HT11G-HAP4; G-5, HT11G-
HAP5; G-6, HT11G-HAP6. Todas las amplificaciones fueron realizadas por duplicado y
corridas en paralelo, mostrandose para cada serie experimental dos primeros carriles
correspondientes a la poblacién 2C, los dos siguientes que corresponden a R3, y los dos
ultimos a la poblacion R4. A la derecha se indican los tamafios de bandas del marcador de
peso molecular (escalera de 100 pb, New England Biolabs). A modo de ejemplo, se han
sefalado algunas bandas diferenciales de la poblacion 2C (puntos amarillos), de una de las
subpoblaciones 4C [R3 o R4 (puntos verdes)], o presentes tanto en R3 como en R4 (puntos

rojos).
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Figura IV.13 (pagina anterior) - DD de ARNm de poblaciones celulares 2C, R3 y R4
empleando cinco combinaciones de iniciadores diferentes, basadas en el iniciador oligo-dT
HT41C y cinco iniciadores de secuencia arbitraria de 13 nucledtidos de longitud. La
combinacion de iniciadores empleada en cada caso se indica en la parte superior: C-6,
HT11C-HAP6; C-7, HT11C-HAP7; C-8, HT11C-HAPS8; C-3, HT11C-HAP3; C-1, HT11C-
HAP1. Todas las amplificaciones fueron realizadas por duplicado y corridas en paralelo,
mostrandose para cada serie experimental dos primeros carriles correspondientes a la
poblacién 2C, los dos siguientes que corresponden a R3, y los dos ultimos a la poblacion
R4. A la derecha estan indicados los tamafios de bandas del marcador de peso molecular
(escalera de 100 pb, New England Biolabs). Los puntos de colores senalan algunas de las
bandas diferenciales obtenidas para la poblacion 2C y/o 2C/R3 (en amarillo), para una de

las subpoblaciones 4C [R3 o R4 (en verde)], o presentes tanto en R3 como en R4 (en rojo).

IV.4.c. Analisis de patrones de expresion diferencial

Como se detalla en Materiales y Métodos, los autorradiogramas fueron
analizados mediante el programa Imaged 1.44p Java 1.6.0_20, utilizando la
herramienta Plot Profile sobre transectas a lo largo de los carriles en comparacion, lo
cual permite obtener un grafico del perfil del carril, asi como una salida numérica de
los datos escaneados. Adicionalmente, se utilizé la herramienta Analize Gels/ Plot
Lane del mismo programa para corroborar los datos obtenidos (ver Anexos, Fig.
VIII.3).

Dado que un gran numero de transcriptos reversos amplificados en el DD no
muestran un patron de presencia/ ausencia absoluta sino marcadas diferencias de
intensidad de banda, se tomé como criterio considerar como diferenciales de una
determinada poblacién celular, aquellas bandas cuya intensidad fuera claramente
superior (23X) a la determinada en las otras poblaciones de células. La aplicacion de
este criterio disminuyé el numero inicial de bandas diferenciales detectadas por
analisis visual primario en casi un 30% (de 119 a 85).

Aplicando el criterio mencionado, se identificé igualmente entonces, un
considerable numero de bandas de expresion diferencial, como se detalla en la tabla
IV.5. Obsérvese que ademas de las diferenciales de cada una de las 3 poblaciones

incluidas en los ensayos, algunas bandas fueron clasificadas como potencialmente
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especificas de meiosis (R3 + R4), y otras (comunes a 2C y R3) como
potencialmente especificas de pre-meiosis y meiosis temprana. El total de bandas
diferenciales obtenidas (85), se cortaron y guardaron a -20°C, y, 39 de ellas fueron

seleccionadas para la primera tanda de reamplificaciones.

Tabla IV.5.- Analisis cuantitativo de bandas diferenciales obtenidas para las diferentes
combinaciones de iniciadores utilizadas en el DD. De las bandas totales obtenidas para
cada par de iniciadores, se especifica cuantas mostraron ser diferenciales, y dentro de estas

ultimas, en qué poblaciones se visualizaron.

Bandas especificas
Iniciador der. Iniciador izq. ?:t';?:: difzn?er:\i?asles
2C 2C+R3 R3 R3+R4 R4
HT.1G AP1 81 11 - 1 - 5 5
HT.1G AP2 45 5 1 - 4 - -
HT.1G AP3 43 18 4 1 6 5 2
HT1G AP4 41 5 3 1 1 - -
HT.1G AP5 38 10 5 - 2 3 -
HT11G AP6 29 4 - - - 2 2
HT41C AP6 69 11 3 - - 8 -
HT41C AP7 31 4 3 - - 1 -
HT41C AP8 37 6 1 1 3 1 -
HT41C AP1 45 7 - 1 1 2 3
HT.C AP3 30 4 1 3 - - -
TOTAL 489 85 21 8 17 27 12
% del total 100 17,4 4,3 1,6 |35 55 2,5
% del total de 100 24,7 9,4 20 | 31,8 || 141
diferenciales

En la tabla IV.5 se puede apreciar que el 17,4% de las bandas totales
obtenidas en las amplificaciones exhibieron un patron diferencial. A su vez, las
bandas diferenciales de los estadios meibticos (R3 y/o R4) representaron en total el
66% del total de bandas diferenciales detectadas, y el 11,5% del total de bandas
amplificadas en el DD, repartidos de la siguiente manera: 3,5% soélo en R3; 5,5% en
R3y R4;y 2,5% solo en R4.
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Resulta interesante que, al menos con las combinaciones de iniciadores
utilizadas, las bandas exclusivas de R4 queden en minoria con respecto a las
exclusivas de R3 y las comunes a R3 y R4. Probablemente, esto se relacione con la
presuncion (hasta el momento carente de evidencia), de que muchos de los genes
cuyos productos actuaran durante la profase meidtica media, ya comienzan a
expresarse en L/Z. El analisis de las secuencias de los fragmentos de transcriptos
reversos que han sido seleccionados para ser reamplificados, y que tendra lugar en

el futuro cercano, probablemente ayude a aclarar este asunto.
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V. DISCUSION

VA. Método desarrollado para la preparacion de suspensiones

celulares de testiculo de roedores

Un requerimiento primario para el analisis y clasificacion de cualquier
poblacion celular mediante CMF, es que las células a analizar se encuentren en
suspension, y que hayan perdido sus asociaciones con las células vecinas, en el
caso de los tejidos solidos.

En el caso particular de la preparacion de suspensiones celulares a partir de
tejido testicular, es deseable maximizar la cantidad de células viables, evitar la
formacion de cumulos de células y el dafio selectivo de ciertos tipos celulares, asi
como minimizar la cantidad de multinucleados formados durante el proceso
(Meistrich, 1977). A continuacion, se discutira la calidad de las suspensiones
celulares utilizadas durante el desarrollo del presente proyecto, en relacidon a estos
aspectos. La tabla V.1 resume las principales ventajas del método desarrollado

(Rodriguez-Casuriaga et al., 2009) en comparacién con otros métodos alternativos.

Tabla V.1.- Comparacion de diferentes métodos de preparacion de suspensiones celulares de

testiculo.
Rodriguez-
Lam et al., 1970 Meistrich, 1972 Malkov et al., 1998 Casuriaga et al.,
2009
. BREVE EXTENSO EXTENSO MUY BREVE
DURACION (~30 min) (~1h) (~2h) (~15 min)
MANIPULACION SIGNIFICATIVA ALTA ALTA MINIMA
REPRODUCIBILIDAD VARIABLE VARIABLE VARIABLE MUY ALTA
RESTOS CELULARES SIGNIFICATIVOS MODERADOS NO DETERMINADO ESCASOS
MULTINUCLEADOS SIGNIFICATIVOS SIGNIFICATIVOS SIGNIFICATIVOS ESCASOS
VIABILIDAD <80% 98% NO DETERMINADO >85%
RNAsas NO NO Sl NO
';iIPSINA/COLAGENA NG . . NO
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V.1.a. Multinucleados

La formacién de multinucleados durante el procesamiento de tejido testicular
ha representado una complicacién frecuente, habiéndose determinado que
aproximadamente el 13% de las espermatidas redondas se encuentran en este
estado tanto cuando las suspensiones celulares de testiculo son preparadas
mediante un método exclusivamente mecanico (Meistrich, 1972) como en presencia
de tripsina (Meistrich et al., 1973).

La naturaleza sincitial del epitelio seminifero, con clonas celulares unidas
mediante puentes citoplasmaticos, favorece la formacién de multinucleados. Cuando
los parametros de discriminacion entre diversos tipos celulares incluyen el contenido
de ADN y/o el tamafo celular, la presencia de multinucleados constituye una causa
importante de contaminacién de fracciones. Por ejemplo, un multinucleado formado
a partir de 4 espermatidas redondas, equivale, en base a estos parametros, a un
meiocito paquiténico (con un contenido de ADN 4 veces superior y marcado mayor
tamano), pudiendo resultar, entonces, erroneamente clasificado (Meistrich, 1977;
Grogan et al., 1981).

El método de preparacion de suspensiones celulares testiculares desarrollado
durante el desarrollo de la presente tesis genera un escaso numero de estructuras
multinucleadas. El empleo del Medimachine en el protocolo implica una minima
manipulacion, y esto probablemente se relaciona con los escasos multinucleados
detectados, ya que se ha comprobado en el pasado que su formacion es

principalmente una consecuencia de la manipulacion del tejido (Meistrich, 1977).

V.1.b. Cumulos celulares

Los protocolos para la preparacion de suspensiones celulares testiculares
basicamente han utilizado la disociacion mecanica en forma exclusiva (Lam et al.,
1970) o una combinacién de accion mecanica suave con tratamientos enzimaticos
empleando tripsina, ADNasa (Meistrich et al., 1973) y colagenasa (Romrell et al.,
1976).

Si bien ambas estrategias han rendido suspensiones de células individuales,
pudo determinarse que las células tienden a agregarse rapidamente formando
cumulos en aquellas suspensiones preparadas mediante disociacion exclusivamente

mecanica (Meistrich, 1977). Esta situacion mejora notablemente en los métodos
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combinados (mecanico seguido por tratamiento enzimatico), viéndose minimizada la
formacion de cumulos celulares (Meistrich, 1977). Sin embargo, la utilizaciéon de
enzimas disgregadoras en el protocolo, asi como de otras como ADNasas y
ARNasas, no siempre es deseable considerando eventuales posteriores analisis de
macromoléculas provenientes de las células disgregadas.

A través de la aplicacion del método que utiliza al Medimachine se han
logrado preparar suspensiones celulares de testiculo mediante disgregacion
exclusivamente mecanica. La utilizacion de un equipo para disgregar
mecanicamente al tejido convierte al procesamiento en minimamente dependiente
del operador y altamente reproducible, dos grandes ventajas en este tipo de
protocolos. A pesar de no utilizarse tripsina ni colagenasa en la preparacion, no se
detectaron cumulos celulares importantes en las suspensiones resultantes
observandose bien disgregadas bajo MO de contraste de fases. Pudo asimismo
comprobarse la importancia del agregado de NDA a las suspensiones recién
preparadas, ya que en su ausencia, y en condiciones de alta concentracion celular,
las células tendian a agregarse (no mostrado).

La ausencia de cumulos celulares en las suspensiones es de fundamental
importancia para su utilizacion en posteriores analisis por CMF, en los cuales la
muestra debe pasar por una pequefa boquilla, muy facilmente ocluible por
agregados celulares en la muestra. En los analisis efectuados durante el presente
trabajo se utilizé una boquilla con orificio de 70 ym de diametro, por lo cual puede
calcularse que el agregado de unas pocas células (por ejemplo, de 3 meiocitos

paquiténicos) seria suficiente para ocluirla, y entorpecer el uso del citdmetro.

V.1.c. Viabilidad celular

Los niveles de viabilidad celular determinados en las suspensiones
preparadas con el Medimachine superaron el 85%, como se expuso en Resultados.
Estos valores resultaron ampliamente aceptables, ya que las suspensiones celulares
de testiculo preparadas a través de otros métodos mecanicos por otros autores
rindieron un maximo de 80% de células testiculares viables (e.g., Lam et al., 1970;
Meistrich, 1972), y este valor exhibia un cierto grado de dependencia del operador
dada la abundante manipulaciéon requerida. La utilizacion del Medimachine, en
nuestro caso, hizo que el proceso fuera facilmente estandarizable y reproducible,

obteniéndose niveles de viabilidad estables.
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Cuando la determinacion se realiz6 empleando el Live/Dead kit (ver
Materiales y Métodos) solo un 8% de las células se manifestaron como muertas,
mientras que dentro de la poblacion de vivas aproximadamente un 20% presento
doble tincion (fluorescencia tanto roja como verde). Cabe recordar que la
fluorescencia roja estd dada por el homodimero-1 de etidio que penetra solamente
en células muertas o que posean su membrana plasmatica dafada. La causa del
ingreso de este compuesto a células que aun se encuentran vivas (fluorescencia
verde), probablemente se relacione con el hecho de que durante la disgregacion
mecanica del tejido se rompen los puentes citoplasmaticos entre las células que
componen las clonas del epitelio seminifero, viéndose alterada la integridad de la
membrana plasmatica. Este mismo concepto podria explicar la entrada del IP
(clasicamente utilizado para marcar células muertas) en las células de las
suspensiones preparadas, como fue observado en nuestras investigaciones y se
discutira mas adelante (V.2.b). De todos modos, no podemos descartar que las
células doblemente tenidas se encuentren destinadas a morir, como fue propuesto
por Kato y colaboradores (2002) para explicar la doble tincion observada en gran
parte de una poblacion de espermatozoides extraidos de epididimo, al momento de

evaluar su viabilidad utilizando tincion con homodimero-1 de etidio y calceina AM.

V.1.d. Representatividad del tejido

Ademas de la evidente importancia de los niveles de viabilidad de las
suspensiones logradas, es importante que la composicién de las mismas sea
representativa del tejido del cual deriva. Esto es fundamental si se planea utilizar las
suspensiones para realizar observaciones y sacar conclusiones acerca de los
procesos que ocurren in vivo en las células que lo componen (por ejemplo,
estimacion de duracion porcentual de estadios de maduracion en base a su
representacion celular).

Cuando se utilizaron otros métodos mecanicos en el pasado, hubo casos en
que se pudo constatar que algunos tipos celulares resultaban selectivamente
dafiados en el proceso (Meistrich, 1977; Hittmair, 1992), proporcionando
suspensiones celulares cuya composicion porcentual presentaba diferencias con la
del tejido original. Los métodos que asocian la disociacidn mecanica al tratamiento

enzimatico rindieron, en general, mejores resultados en cuanto a la representacion
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de tipos celulares (Meistrich et al., 1973; Meistrich, 1977) si bien no se corresponde
totalmente con la del tejido fuente.

La aplicacion del método desarrollado durante esta tesis permitio obtener
suspensiones celulares cuya composicion porcentual (en término de poblaciones C,
2C y 4C), se manifesté muy cercana a la existente en el tejido testicular original,
tanto en cobayo como en raton, de los cuales existian datos previos publicados
provenientes de conteos sobre secciones transversales de tubulos seminiferos
(Meistrich et al., 1973; Rodriguez y Wettstein, 2004). Este hallazgo indica que el
protocolo aplicado no estaria dafiando ningun tipo celular en forma selectiva, lo cual

representa otra cualidad del método.

Considerando todo lo antedicho, podemos afirmar que se ha desarrollado un
método eficiente para la preparacion de suspensiones celulares de testiculo,
potencialmente aplicable a una variedad de estudios sobre la gametogénesis
masculina, ya que reune muchas caracteristicas deseables, a saber:

a) es muy rapido (aproximadamente 15 min.);

b) es altamente reproducible (practicamente independiente del operador);

c) no involucra acciones enzimaticas, posibilitando la posterior extraccion
de macromoléculas de interés como ARN y proteinas;

d) rinde muy buenos niveles de viabilidad celular;

e) no destruye selectivamente ningun tipo celular;

f) no promueve la formacion de cumulos o agregados celulares;

g) genera muy pocos multinucleados y restos celulares;

h) es sumamente sencillo;

i) es econdmicamente conveniente, ya que una vez adquirido el
Medimachine (equipo pequefio, de costo menor), no requiere del uso

de enzimas u otros reactivos costosos.
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V.2. Estudio del desarrollo postnatal de testiculo de cobayo por
citometria de flujo. Comparacién del establecimiento de su

primera onda espermatogénica con otros roedores

Los analisis mediante CMF de suspensiones celulares de testiculo de
roedores preparadas empleando el Medimachine resultaron altamente informativos.
La cuantificacion de las diferentes poblaciones celulares de testiculo de C. porcellus
en base a su contenido de ADN, complejidad interna y dispersion lateral, permitié
confirmar y ampliar nuestras observaciones preliminares en esta especie.

Anteriormente, a través de conteos al MO sobre cortes transversales de
tubulos seminiferos, se habia estimado la duracién porcentual de las diversas etapas
espermatogénicas en C. porcellus (Rodriguez y Wettstein, 2004). Mediante esta
aproximacion se determiné que las divisiones meiéticas en cobayo ocuparian ~55%
del tiempo de un ciclo del epitelio seminifero, distribuido segun sigue: L+Z ~20%; P
~25%; D junto con meiosis Il ~10% del tiempo de ciclo. Dado que la primera onda
espermatogénica en C. porcellus dura entre 40 y 45 dias, los porcentajes anteriores
corresponderian a las siguientes extensiones, en dias: L+Z, 8-9; P, 10-11; D+lI, 4.

Durante el presente estudio fue posible confirmar que estas estimaciones
para la primera onda espermatogénica eran acertadas, a través una metodologia
totalmente diferente, de mayor exactitud y significancia estadistica como es la CMF.
Ademas pudo obtenerse informacién mas detallada sobre el esquema temporal de la
primera onda espermatogénica en esta especie: los meiocitos L+Z son observados
entre los dias 5-6 y 14 luego del nacimiento; el paquiteno se extiende entre los dias
15 y 25-26 post-parto; las primeras espermatidas redondas aparecen a los 31-32
dpp, mientras que la fase de elongacién comienza a los 37-38 dpp, como se aprecia
en la tabla IV.3.

Cuando los datos obtenidos se compararon con la informacién publicada
sobre otras especies de roedores, se encontraron diferencias muy notorias tanto
respecto a la duracion global de las divisiones meidticas (~58% del tiempo de ciclo,
mientras que en las otras representa el 24% a 38%), como a su temprana entrada
en meiosis luego del nacimiento, lo que resulta muy evidente a partir de la
observacion de la figura IV.6. Este ultimo aspecto pudo ser confirmado al MO,
apreciandose la rapida aparicion de meiocitos tempranos post-nacimiento, asi como
su lenta progresion a través de una primera profase meidtica peculiarmente extensa.

Por lo tanto, independientemente de la duracion en dias del ciclo seminifero de la
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especie, las divisiones meidticas en C. porcellus se extienden durante mas de la
mitad de la primera onda espermatogénica, mientras que en las otras especies aqui
estudiadas rondan el 30%.

La profase meidtica |, que se caracteriza por ser muy extensa en todas las
especies estudiadas al punto que ha sido artificialmente subdividida en 5
subestadios para su estudio (ver Introduccion), en C. porcellus mostrdé ser aun mas
extensa. Pfeifer y colaboradores (2001), en base a comparaciones entre las
dinamicas teloméricas observadas durante la primera profase meiética en especies
con diferencias importantes en sus numeros cromosOmicos, propusieron una
hipdtesis que correlacionaba el numero cromosdmico de la especie con la duracién
de ciertos eventos de la primera profase meidtica como por ejemplo la configuracion
cromosomica en bouquet. Un numero mayor de cromosomas requeriria, segun los
autores de esta hipdtesis, una mayor duracion del arreglo en bouquet, dado el
tiempo que requeriria el encuentro entre los homdlogos. Nuestros hallazgos apoyan
esta hipotesis, ya que el cobayo posee un mayor numero cromosomico (2n=64) que
las otras especies estudiadas en este trabajo (ratdn: 2n=40; rata: 2n=42; hamster
dorado: 2n=44). Ademas, el bouquet es mas evidente y posee una frecuencia
marcadamente superior en cortes transversales de tubulos seminiferos de cobayo
en comparacion con los otros roedores mencionados. Es decir, que la mayor
duracion de la primera profase meidtica en el cobayo podria estar dada, al menos
parcialmente, por la duracidn mayor de ciertos eventos como la configuracion en
bouquet. Por otro lado, los resultados mostrados en la figura IV.6 permiten apreciar
que en las tres especies analizadas cuyos numeros cromosomicos son similares
(rata, ratén y hamster dorado), la duracion porcentual de los diferentes estadios
espermatogénicos durante su primera onda de maduracién posee valores
proporcionalmente muy similares, a diferencia del cobayo que mostré valores muy
alejados de los esperados. Seria interesante ampliar estos estudios a especies de
mamiferos que posean extremas diferencias en sus numeros cromosémicos, por
ejemplo, Muntiacus muntjak (2n=6 en hembras, 7 en machos) y Muntiacus reevesi
(2n=46 en ambos sexos) (Tsipouri et al., 2008, y referencias incluidas), en busca de
posibles diferencias en la extension de su profase meiética | y en la cronologia del
inicio de la meiosis después del nacimiento.

En referencia al temprano ingreso en profase de la primera division meidtica
en el cobayo (y quizas también en otras especies no incluidas en estos estudios)
durante el desarrollo postnatal del testiculo, proponemos que podria representar una
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estrategia desarrollada en especies que requieren la extension de determinados
procesos (por ejemplo, constitucion del bouquet) de modo que, a pesar de su
notablemente extensa profase |, no se retrase la llegada a la edad reproductiva.

Por otra parte, el numero de células que ingresan en meiosis durante la
primera onda en C. porcellus también manifestd ser mayor que en las otras especies
analizadas. Esta observacion derivd de la comparacion de los valores del cociente
de 4C/2C (relacion entre células con contenido de ADN 4C y 2C) al comienzo de la
meiosis, que en cobayo mostro ser el doble de lo observado en la rata y el ratén.
Ademas, el porcentaje relativo de células 4C en cobayos cuya primera onda acaba
de completarse (30%) es significativamente superior a lo observado en la rata y el
raton (16,3% y 12,5%, respectivamente). Todo esto indica que el testiculo de C.
porcellus se encuentra realmente enriquecido en células meioéticas, particularmente
en meiocitos tempranos, en comparacion con otros modelos de roedores
usualmente empleados para su estudio.

El estudio del desarrollo postnatal de C. porcellus mediante CMF también
permitio ratificar la incidencia del peso testicular de los especimenes en el avance de
la primera onda espermatogénica, mas alla de su edad cronoldgica (Rodriguez y
Wettstein, 2004). Un claro ejemplo lo represento el analisis de dos especimenes con
pesos testiculares muy similares y edades dispares (15 y 32 dpp), que rindi6 perfiles
citométricos de gran similitud, como se ha indicado en la figura IV.4. Cabe sefalar
que el grado de desarrollo que mostraba este especimen de 32 dias con génadas
muy pequefas no es el usual para cobayos de su edad. Es mas, los restantes tres
cobayos de 32 dias de edad analizados, cuyos pesos testiculares rondaban los 0,5
g, mostraron perfiles muy similares entre si, en los cuales ya se evidenciaba la
aparicion de las primeras células haploides. Cabe destacar que todos los cobayos
utilizados en estos estudios provinieron de un mismo bioterio, con elevados
estandares de alimentacion y cuidado general de los animales. Por lo tanto, puede
concluirse que ademas de la evidente importancia de la edad en el grado de
madurez gonadal de los individuos juveniles, su masa testicular es igualmente

importante, al menos en esta especie.
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V.3. Perfiles citométricos de suspensiones celulares testiculares de
cobayos adultos. Purificacion de subestadios de la primera

profase meiodtica

Las suspensiones celulares de testiculo de cobayos adultos expuestas a
tincion prolongada con IP o al colorante supravital especifico para ADN Vybrant,
exhibieron caracteristicas peculiares en sus perfiles citométricos. Las mismas no
poseian antecedentes reportados para ninguna otra especie estudiada mediante
CMF, y tampoco pudieron ser reproducidas en nuestras manos con material
proveniente de otras especies como la rata o el raton.

Sin duda, una de las observaciones mas llamativas e interesantes fue la clara
distincién de dos subpoblaciones dentro de las células 4C de cobayo, en su mayoria
meiocitos. Si bien algunas de las células contenidas en la poblacion 4C correspondia
a espermatogonias en fase G2 del ciclo celular, tal distincion no podia ser atribuida a
ello, ya que, ademas de que su proporcién es muy minoritaria, ni en rata ni en raton
se observaba algo similar. Por lo tanto, conociendo la elevada representacion de los
estadios tempranos de profase meiética | (L y Z), y la extrema polarizacion de la
configuracion cromosomica en bouquet en el cobayo, comenzamos a sospechar que
una clara distincion entre diferentes subestadios meidticos mediante CMF, era
posible en esta especie.

Cuando se realizé la clasificacidon en flujo de las subpoblaciones R3 y R4
dentro de la poblacion testicular 4C de cobayo pudo comprobarse que efectivamente
correspondian a subestadios de la profase meidtica I. Mientras que en la regién R3
se concentraban los estadios meidticos tempranos (L y Z), R4 correspondia a
meiocitos mas avanzados (P y D). Su identidad pudo determinarse inequivocamente
mediante inmunomarcado de un componente de EA/ EL de CS, ademas de
mediante inclusién en plastico de las células clasificadas y posterior analisis de
secciones semifinas al MO.

Un factor fundamental para la distincién de las subpoblaciones 4C fue el
tiempo de exposicion al IP previo a su analisis en el citometro. Una misma
suspension celular de testiculo de cobayo analizada a diferentes tiempos de
exposicion a IP, exhibia perfiles citométricos diferentes en los cuales las
subpoblaciones 4C (R3 y R4) aparecian progresivamente mas separadas como se
aprecia en la figura IV.8. Durante estos ensayos pudo volver a comprobarse que el

patrén observado para la poblacién testicular 4C en cobayo no era compartido con
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rata ni ratén, cuyas suspensiones testiculares no mostraron igual comportamiento

aunque se incubaran durante horas con IP.

Los meiocitos tempranos (R3) se diferencian de los medios a avanzados (R4)

en varios aspectos: su tamafo nuclear y celular, la condensacion de la cromatina y

la distribucion de los cromosomas en el espacio nuclear. Probablemente, la

distincion de R3 y R4 en esta especie no se deba a una unica causa, sino que tenga

varios componentes que se suman:

Las diferencias en los tamanos celulares de los meiocitos en etapas
iniciales con respecto a los mas avanzados provocan una dispersion
frontal diferencial de la fluorescencia emitida, representando un
componente en la distincion de R3 y R4.

Considerando que el IP es un agente intercalante de tincion de acidos
nucleicos, las diferencias en la compactacion de la cromatina
probablemente representen un factor importante, dada la condensacién
diferencial que presentan en su cromatina los diferentes estadios de la
profase meidtica I. Un estado mas condensado permitiria que menos
moléculas de IP lograsen intercalarse aun luego de exposiciones muy
prolongadas, mientras que un estado mas laxo de la cromatina no
interferiria en la accesibilidad del agente intercalante, lograndose una
marca maxima en el ADN, en un tiempo =2 horas. En consecuencia,
células con igual contenido de ADN podrian visualizarse como diferentes
en ese aspecto, debido a la compactacion diferencial de su cromatina. En
esta linea de pensamiento, existe en la literatura el antecedente de los
espermatozoides maduros que se visualizan en los perfiles citométricos
como una poblaciéon aparentemente subhaploide, debido a la extrema
compactacion de su cromatina, empaquetada con protaminas en lugar de
histonas (Spand y Evenson, 1993, y referencias incluidas). En suma, los
diferentes niveles de fluorescencia emitida detectados para Ilas
subpoblaciones R3 y R4 (ambas con contenido de ADN=4C), serian, al
menos en parte, una consecuencia de una alteracion en la unién
estequiométrica del fluorocromo al ADN en estados de mayor
compactacion.

Una distribucion espacial diferente de los cromosomas en el espacio
nuclear en células con igual contenido de ADN, puede hacer que la
dispersion lateral de la fluorescencia emitida muestre diferencias, en
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representacion de su diferente complejidad interna. En el cobayo, durante
la transicién L/Z con los cromosomas configurados en bouquet, puede
observarse una extrema polarizacion cromosomica que deja practicamente
vacia la otra mitad del nucleo. Tal polarizacién se pierde a partir del P que
presenta sus cromosomas distribuidos de forma mas o menos uniforme
dentro del espacio nuclear. Estas diferencias entre los meiocitos
tempranos y los medios a tardios, estarian, entonces, siendo detectadas
por el citometro y representadas en sus graficos salientes.

- Un diferente contenido de ARN (tedible con IP, y posible reflejo de
diferentes niveles de transcripcion en las células en cuestidén) podria
también contribuir a la distincion de subpoblaciones meibticas, en caso de
que, en forma significativa, se encendieran/apagaran genes entre una
etapa y otra. Cuando una suspension testicular de cobayo previamente
analizada al citometro se traté con ARNasa y se reanaliz0, se observo que
las subpoblaciones R3 y R4 tomaban una posicién algo mas cercana (no
mostrado). Sin embargo, la contribucién de las diferencias en los niveles
de ARN a la distincion de R3 y R4 seria menor, ya que estas
subpoblaciones también fueron claramente distinguibles cuando se utilizé

el colorante Vybrant, especifico para ADN.

Como se menciond anteriormente, en los estudios realizados pudimos
diferenciar las subpoblaciones R3 y R4 en células testiculares del cobayo, pero no
en las provenientes de la rata o el ratdon. Dado que las diferencias en tamafos
celulares y nucleares de los meiocitos tempranos con respecto a los avanzados, asi
como en sus niveles de compactacion de la cromatina son compartidas por las tres
especies (que posiblemente también posean similares diferencias en los niveles
transcripcionales de sus meiocitos tempranos y avanzados), seguramente las
diferencias interespecificas observadas se deban a que la elevada representacion
de estadios meidticos tempranos en cobayo permite su visualizacibn como una
poblacién discreta, mientras que en las otras especies el bajo numero de estas
células no las hace individualizables como poblacion por CMF. Ademas, la extrema
polarizacion cromosomica durante el bouquet en cobayo (mucho mayor que en otras
especies) seguramente contribuya a la visualizacion de los meiocitos tempranos

como un pico separado en los perfiles citométricos.
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Con respecto a la importancia del componente cuantitativo, resulto interesante
comprobar que, aun en el cobayo, no todos los individuos estudiados permitian una
clara distincion de las subpoblaciones R3 y R4. Cuando una de las dos
subpoblaciones representaba un componente muy minoritario (~30% 0 menos)
dentro de la poblacién 4C, el pico correspondiente en los histogramas aparecia
como un unico pico mas o menos ancho, o como un pico principal que exhibia una
especie de “hombro” hacia uno de sus lados. Los datos anteriores provenientes de
conteos en secciones de tubulos seminiferos al MO fueron muy utiles en este punto,
ya que nos permitieron relacionar los datos de composicion relativa de la poblacién
meidtica (L+Z vs. P+D) para cobayos de diferentes pesos testiculares, con los
patrones observados para la poblacion 4C en los perfiles citométricos. El analisis de
todos estos datos en conjunto permitié concluir que una contribucion mas o menos
igualitaria de R3 y R4 a la poblaciéon 4C (~40-60% de cada una), era la situacion
optima para distinguir inequivocamente ambas subpoblaciones de meiocitos y su
clasificacion en paralelo.

Es de destacar el perfil obtenido para un cobayo inmaduro cuyo peso
testicular era de 0,35 g. Aun luego de una exposicion prolongada a IP, sus
histogramas exhibian un unico y estrecho pico para la poblacién 4C. Cuando fueron
analizados los datos disponibles de los conteos al MO, se observo que el 80% de los
meiocitos primarios en cobayos de ese peso testicular correspondian a L/Z. Por lo
tanto, el 20% restante correspondiente a P+D no era suficiente para distinguirlos
como una poblacién separada, y ni siquiera para ensanchar el pico de 4C. La
situacion observada en este cobayo juvenil inmaduro (L+Z >> P+D), ocurre a la
inversa en los adultos de especies como la rata y el raton (P+D >> L+Z), y
probablemente represente la causa principal de no poder distinguir en ellas a las
subpoblaciones R3 y R4.

Cabe mencionar que los estadios de L+Z en C. porcellus, ademas de mostrar
una elevada representacion celular en diversos niveles de maduracién de los
individuos, la mostraron también en los adultos. La posibilidad de purificar mediante
CMF estos estadios a partir de individuos maduros, cuyo epitelio seminifero provee
un entorno celular espermatogénico “completo” para las células en él contenidas,
constituye una gran ventaja con respecto a otras especies, por los motivos
considerados a continuacion:

- El intimo relacionamiento entre las células que integran el epitelio

seminifero, probablemente incida en los procesos celulares que se estan

100



llevando a cabo en las células que lo conforman. La presencia/ ausencia
de los estadios espermatogénicos mas avanzados en el epitelio, podria
afectar directa o indirectamente la expresion de determinadas secuencias
génicas. Ademas, resulta fundamental para la espermatogénesis la
funcion nodriza de las células de Sertoli. En un epitelio en desarrollo
dichas células estan en contacto solo con las células mas inmaduras de la
linea germinal. En el adulto, en cambio, albergan en sus cavitaciones
diversas etapas de maduracién de los gametos en formacién. Quizas una
misma célula de Sertoli, en una y otra situacion (epitelio inmaduro y
maduro), sea capaz de enviar diferentes sefales a su entorno,
comportandose diferencialmente durante la primera onda
espermatogénica en comparacion con las siguientes.

- El trabajoso acopio de material necesario para la realizacion de estudios
moleculares partiendo de individuos inmaduros. Como se menciono
anteriormente, no fue posible distinguir en forma clara e inequivoca
subpoblaciones de meiocitos en material proveniente de rata o raton. Por
lo tanto, las Uunicas posibilidades de purificar meiocitos tempranos
mediante CMF en estos organismos serian: a) empleando anticuerpos
generados contra algun antigeno especifico de superficie de meiocitos L+Z
(aun desconocidos); o b) mediante la utilizacion de individuos inmaduros
cuyo epitelio seminifero alcanzase solamente la etapa de cigoteno, para la
posterior purificacion de la poblacion 4C entera. Este ultimo abordaje es
viable, pero posee como desventajas principales: a) la falta de certeza
sobre la similitud en los patrones de expresién génica existentes entre la
primera onda y las siguientes, y; b) la baja frecuencia de la poblacion a
estudiar que implica el acopio de material testicular proveniente de varias
decenas de especimenes. El peso testicular de un raton de 12-13 dias
ronda los 8 mg, y se obtienen aproximadamente 1x10° células totales en la
suspension cada 25 mg de tejido procesado en el Medimachine; ademas,
las células 4C representan en esta etapa del desarrollo testicular del ratéon
~6-7% del total, segun datos de Malkov y colaboradores (1998)

confirmados en nuestros estudios (no mostrado).

Los niveles de pureza obtenidos para las fracciones R3 y R4 clasificadas a
partir de las suspensiones testiculares de cobayo fueron ampliamente satisfactorios,
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alcanzando un 98-99%. Tales valores fueron determinados mediante un estricto
reanalisis citométrico de las fracciones purificadas, con su implicita significancia
estadistica.

En conclusioén, se ha logrado purificar meiocitos tempranos en paralelo a los
estadios meidticos mas avanzados, con el mayor nivel de pureza obtenido hasta el
presente, y a partir de individuos cuyo epitelio seminifero confiere un entorno celular
“‘completo”, lo cual representa un sustrato prometedor para posteriores estudios a

nivel molecular.
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V.4. Utilizacién del IP como agente intercalante

Para la gran mayoria de los ensayos realizados se utilizé tincion con el agente
intercalante IP. Si bien se trata de un compuesto usualmente utilizado para tenir
células fijadas o muertas, nosotros disponemos de suficientes elementos para
afirmar que las células en nuestras suspensiones celulares no estan muertas o
severamente dafadas: a) su morfologia al MO tanto antes como después de su
clasificacion (figuras V.1 y IV.9, respectivamente); b) los elevados niveles de
viabilidad obtenidos (=285%); y c) la similitud entre los perfiles obtenidos con tiempos
de exposicion estandar al IP en el FACSVantage, y con el colorante supravital
Hoechst 33342 en el MoFlo (figura 1V.2).

Una explicacion para nuestro resultado podria ser que, aunque el uso habitual
del IP es en bajas concentraciones (por ejemplo, 1 ug/ml en el kit Anexina V-FITC,
BD Pharmingen, San Diego, CA), en el presente trabajo se utilizaron elevadas
concentraciones de IP (50 pg/ml) para tefir las células testiculares disgregadas con
el Medimachine, lo que seguramente haya potenciado el ingreso del colorante a las
células. Por otra parte, su entrada a las células también se daria como consecuencia
de la disgregacion mecanica por cambios a nivel de la membrana plasmatica de las
células. En este sentido, es importante recordar que, dado que el tejido testicular es
un sincitio, la disgregacién celular implica la ruptura de los puentes citoplasmicos,
que pasarian a constituir puntos de entrada para el colorante.

Los resultados obtenidos con el Live-dead kit en las suspensiones
testiculares, sostienen la hipétesis que las células mantienen su viabilidad, aunque
con permeabilidad aumentada o membrana celular parcialmente dafada. Sélo un
8% de las células presentd unicamente fluorescencia roja proveniente del
homodimero-1 de etidio (muertas), mientras que el 92% restante fue positivo para
calceina, con emision en el verde (vivas). Sin embargo, un subconjunto de las
células calceina-positivas presenté doble marcacion, indicando que el homodimero-1
de etidio habia logrado penetrar en esas células. Dado que este compuesto penetra
s6lo en células muertas o con membrana celular dafada (al igual que el IP), la
ruptura de los puentes citoplasmicos del sincicio durante la disgregacion mecanica
podria estar vinculada a su entrada a células que aun muestran tener actividad
enzimatica (fluorescencia verde). Sin embargo, también debe considerarse que en

aquellas células que no han sufrido dafos severos durante la disgregacion, es muy
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probable que las aberturas a nivel de la membrana plasmatica causadas por la
ruptura de los puentes citoplasmicos sean rapidamente reparadas.

En relacion a estas observaciones, resulta interesante el hecho de que la
utilidad del IP como indicador de células muertas ha sido cuestionada en el pasado
en el caso de algunas bacterias (Shi et al., 2007). Estos autores observaron que la
entrada de IP a las bacterias ambientales que se encontraban estudiando dependia
en gran parte de su estado fisiolégico. Hasta un 40% de las células eran IP positivas
en la fase de crecimiento exponencial temprano, pero permanecian cultivables luego
de su clasificacion sobre placas de agar. En cambio, sélo un 2 a 5% de las células
resultaban positivas para el IP en |la fase estacionaria de crecimiento. En base a sus
observaciones, estos autores sugirieron que la significativa entrada de |IP durante el
crecimiento estaria causada por la inhabilidad de algunas bacterias para cerrar
rapidamente rupturas a nivel de los glicanos de su pared celular. Mas recientemente,
otros autores demostraron que levaduras S. cerevisiae sometidas a diferentes
formas de estrés, se tornaban transitoriamente permeables al IP debido a dafios en
sus membranas celulares, los cuales lograban luego ser reparados en parte de la
poblacién (Davey y Hexley, 2011). Por lo tanto, el nuestro no es el primer caso que
cuestiona el caracter universal del IP como indicador de muerte celular.

Es de destacar que nosotros no hemos intentado realizar cultivos de
sobrevida de las células purificadas, y, en consecuencia, no podemos descartar la
posibilidad de que las mismas se encuentren destinadas a morir. Sin embargo, ello
es irrelevante para nosotros, dado que hemos podido obtener ARNs de buena
calidad y bandas de ADNc diferenciales a partir de dichas células.

Por otra parte, nuestro hallazgo de que es posible utilizar el IP como tincidon
en este tipo de procedimientos resulta ventajoso dado que es de bajo costo en
comparacién con otros colorantes. Ademas, no requiere de un citdmetro de flujo con
laser UV. Obviamente, el uso de IP sera poco adecuado en los casos en que la
clasificacion celular se desarrolle para su empleo en sistemas in vivo como ser el
trasplante de células madre o la seleccion de espermatozoides X/Y. En estos casos,
resulta fundamental el uso de colorantes supravitales con el menor grado de

citotoxicidad posible.
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V.5.

Utilizacion de las células purificadas en analisis comparativos de

expresidon génica

Las células purificadas mediante CMF fueron utilizadas posteriormente para

realizar estudios de expresion génica diferencial, a partir de su ARN total.

La calidad de los ARNs extraidos mostré ser satisfactoria, considerando el

tiempo transcurrido entre la muerte del especimen y la congelaciéon de los

precipitados celulares en N3 liquido para la posterior extraccion de ARN (entre 4 y 5

horas en el caso de R3 y R4, que requieren =2 horas de exposicion al IP). Los

resultados posteriores obtenidos en el DD, confirmaron que la calidad de los ARNs

era suficiente para su empleo como molde primario en las amplificaciones

realizadas.

En cuanto al rendimiento obtenido, las fracciones R3 y R4 fueron mas

limitantes con respecto a 2C, como era previsible, por los siguientes motivos:

En las suspensiones celulares de testiculo clasificadas (cobayos de 45-50
dias), 8-10% corresponde a R3 y 12-15% a R4. Sin embargo, los mejores
resultados se obtuvieron cuando las poblaciones R3 y R4 ascendian a
10% y 12%, respectivamente, ya que la distincion de las regiones era muy
clara. Aunque estos porcentajes son relativamente bajos, la utilizacion de
cobayos con epitelio seminifero maduro como fuente de R3 continua
siendo ventajosa en varios aspectos con respecto al alternativo empleo de
ratones inmaduros de 12-13 dias, cuyo contenido de R3 es igual o menor,

como se mencion® mas arriba.

La cercana ubicacion de las regiones R3 y R4 en los graficos requirié que
se delimitaran en forma estricta para evitar la contaminaciéon de las
fracciones durante la clasificacion. Esta precaucion representd sacrificar
una pequefa parte de la cantidad en funcién de la calidad (pureza) de las
fracciones clasificadas, tomando en consideracion los estudios

comparativos a realizar.

Como se menciond en Resultados, las cantidades de ARN obtenidas

luego del tratamiento con ADNasa libre de ARNasa, fueron de unos pocos

Mg, especialmente para R3 y R4. Si bien estas cantidades son escasas,

son suficientes para los ensayos de DD, que requieren de poco ARN de
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partida. Ademas de la obvia importancia de la cantidad de células
colectadas en las clasificaciones para las extracciones, existen otros
factores que pueden afectar la cantidad de ARN recuperado, tales como la
presencia de nucleos desnudos (con la consiguiente pérdida de gran parte
del ARN), y las diferencias en los niveles de transcripcion entre un tipo
celular y otro. Esto ultimo puede inferirse a partir de los rendimientos
diferenciales en los ARNs obtenidos a partir de las células testiculares C,
2C y 4C clasificadas en flujo. Por ejemplo, a partir de un mismo volumen
de colecta (4 ml) y, por lo tanto, de un mismo numero de células (las
células clasificadas estan contenidas en microgotas idénticas que se
forman mediante la constante vibracién de la boquilla del citdometro), se
obtuvieron las siguientes cantidades de ARN total: ~0,17 ug a partir de
células C totales (no incluidas en el DD); ~0,20 ug a partir de 4C-R3; ~0,48
Mg a partir de 4C-R4; y ~0,60 pg a partir de células 2C totales. Vale aclarar
que las células C y 2C utilizadas en las extracciones fueron clasificadas en
paralelo, mientras que las R3 y R4 se obtuvieron en ensayos

independientes, también en paralelo.

Los resultados obtenidos en los ensayos de DD permitieron corroborar que la
calidad y cantidad de los ARNs de partida habia sido correctamente evaluada vy

cuantificada, respectivamente.

En total se utilizaron 11 combinaciones diferentes de iniciadores que, segun
las estimaciones tedricas desarrolladas al respecto, estarian cubriendo
aproximadamente un 13% de los genes expresados en una determinada célula de
mamifero (Liang et al., 1994). Considerando que, a diferencia de los microarreglos o
las técnicas de secuenciacidon masiva, el objetivo de esta metodologia no es el
estudio masivo de patrones de expresion génica sino que apunta a la identificacion
de un numero relativamente bajo de genes de expresion especifica en determinadas
situaciones fisioldgicas o en diferentes estadios de maduracion, tal probabilidad de
deteccion de transcriptos especificos resulta significativa.

Cabe recordar también que, a diferencia de los microarreglos, el DD no
requiere un conocimiento previo de la secuencia del ARNm a ser detectado, por lo
cual constituye un sistema abierto que permite la identificacion de nuevos genes,
caracteristica compartida con la secuenciacion masiva de transcriptos. Dado el
escaso conocimiento existente sobre la transcripcion de secuencias génicas durante
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la meiosis temprana, la utilizacion de una metodologia abierta a su identificacion
resulta fundamental.

La aplicacion del DD de ARNs a las tres poblaciones celulares de testiculo
purificadas (2C, 4C-R3 y 4C-R4) permitié la comparacion de los fragmentos de
transcriptos reversos amplificados y desplegados en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida-urea. Si bien la poblacion testicular 2C es heterogénea (ver
Introduccion), su componente mayoritario son las espermatogonias, pudiendo
entonces ser tomada como representante de la premeiosis en estos ensayos. Por
otra parte, la elevada pureza de las fracciones R3 y R4 las convierte en excelentes
representantes de profase meidtica temprana y media-avanzada, respectivamente.
En este sentido, cabe destacar que este es el primer estudio del que tengamos
conocimiento, efectuado con espermatocitos de mamifero en profase temprana
purificados de individuos adultos. Con respecto a la profase media-avanzada, si bien
existen estudios previos (ver Introduccion), éstos se han llevado a cabo con
poblaciones celulares enriquecidas en este tipo celular (80% en el mejor de los
casos), y no puras. El presente trabajo, por lo tanto, seria también el primero en
emplear poblaciones celulares de espermatocitos medios-avanzados virtualmente
puras.

El diseio experimental utilizado permite, entonces, analizar los patrones de
bandas obtenidos para estas tres poblaciones celulares en busca de diferencias del
tipo presencia/ausencia y diferencias notorias en la intensidad de determinada
banda en una poblacién con respecto a otra (y sus correspondientes duplicados). De
este modo, pueden detectarse bandas que aparezcan:

- solo en R3 y R4: atribuibles a la deteccion de algun transcripto meiosis-
especifico (ausente en premeiosis), cuyo ADNc, resultante de la
transcripcion reversa, ha servido de molde para la amplificacion;

- sOlo en los carriles de R3: transcriptos reversos parciales que serian
especificos de profase meidtica temprana;

- sOlo en los carriles de R4: transcriptos reversos parciales que se
manifiestan como especificos de profase meidtica media-avanzada,;

- so0lo 2C: probablemente especificos de espermatogonias, aunque también
puede tratarse de transcriptos expresados a alto nivel en otro tipo celular
menos abundante, como las células de Sertoli [(de hecho, estudios previos
de microarreglos han demostrado que las espermatogonias son escasas
en cantidad de transcriptos especificos (Shima et al., 2004)];
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- solo en 2C y R3: probable reflejo de alguna secuencia génica cuya
expresion se enciende en la premeiosis y continia durante las fases
iniciales de la profase meidtica;

- soOlo en 2C y R4: patrén no esperable en alta frecuencia desde un inicio,
pero que podria darse para transcriptos especificos de profase media-
avanzada cuya presencia se mantiene en meiosis Il, tomando en cuenta
que una pequeia proporcion de la poblacion 2C son meiocitos I

(espermatocitos secundarios).

Los resultados observados en la tabla IV.5 muestran que las
combinaciones de iniciadores utilizadas en los ensayos rindieron un total de
489 bandas.

Un primer analisis visual de las mismas (no mostrado en la tabla) ubico a
119 de ellas dentro de la categoria de diferenciales (24,3%) repartidas de la
siguiente manera: 28 bandas diferenciales de 2C (23,5%), 10 de 2C/R3
(8,2%), 31 de R3 (26%), 31 de R3/R4 (26%) y 19 de R4 (15%).

En un segundo analisis, efectuado empleando el programa ImageJ como
se detalld en Materiales y Métodos, se seleccionaron las mejores 85 bandas
diferenciales para ser cortadas de sus respectivos geles: 21 de 2C (24,6%), 8
de 2C/R3 (9,4%), 17 de R3 (20%), 27 de R3/R4 (32%) y 12 de R4 (14%).

Los resultados numéricos provenientes de ambos analisis son
coincidentes en varios aspectos:

- EI 66-67% de las bandas diferenciales corresponden a meiocitos L/Z (R3)
y/o P/D (R4).

- En total, un 52% de las bandas diferenciales aparecieron, o bien
exclusivamente en los carriles de R3 (20-26%), o en R3/R4 (26-32%),
indicando que la transcripcion de dichos genes probablemente ya se inicia
durante la profase temprana.

- ElI 14-15% de las bandas diferenciales se mostraron como especificas de
la poblacion de meiocitos medios a avanzados (R4).

- El 23-24% de las bandas diferenciales serian exclusivas de la poblacion
2C (esto incluye transcriptos especificos de las espermatogonias, cuya
expresion se detiene al iniciarse la meiosis, ademas de transcriptos

especificos de las células de sostén, principalmente las de Sertoli).
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- El 8-9% de las bandas diferenciales fueron comunes a las poblaciones 2C
y R3.
- No se detectaron bandas diferenciales que presentaran un evidente patron

de expresion compartido entre la poblacion R4 y la 2C.

Tomando en cuenta el conteo secundario, la cantidad de bandas diferenciales
para cada poblacion con respecto al total de fragmentos (bandas) amplificados, las
especificas de las poblaciones meidticas ascienden al 11,5%, siendo el componente
mayoritario las bandas comunes a R3 y R4 (5,5%).

Resultoé interesante observar que las bandas exclusivas de R4 son minoria
(2,5%) con respecto a las especificas de R3 (3,5%) y a las comunes a R3 y R4.
Posiblemente esto sea, al menos en parte, un reflejo de la presunta expresion
existente ya desde los estadios meidticos iniciales, de genes cuyos productos
actuaran durante la profase meidtica media y avanzada.

Por otra parte, existen estudios de microarreglos que evidenciaron la
existencia de un importante pico de expresion génica en P, concluyendo que P era,
junto con el inicio de la espermiogénesis, uno de los principales momentos de
transcripcion durante la espermatogénesis (Schultz et al., 2003; Shima et al., 2004).
Sin embargo, cabe destacar que estos resultados surgieron de la comparacion de
poblaciones testiculares enriquecidas en espermatocitos paquiténicos con células
premeioticas (espermatogonias), somaticas (Sertoli y Leydig) o postmeidticas
(espermatidas redondas), pero no pudieron abordar la comparacién con poblaciones
celulares enriquecidas en otras etapas de la profase meiética, como L/Z. A la luz de
nuestros resultados, y si estos representaran la realidad de la situacidon
transcripcional durante estas fases de maduracién del gameto masculino, podria
concluirse:

- La afirmacién que el mayor pico de expresion génica de la meiosis
(Almstrup et al., 2004; Shima et al., 2004) ocurre en P puede simplemente
deberse a que esta etapa se incluyd en los estudios anteriores,
desconociéndose en realidad lo que ocurre en L/Z a nivel transcripcional.

- Es también posible que gran parte de la expresion génica identificada
como propia de P ya haya comenzado en estadios mas tempranos, como
lo sugiere la cantidad de bandas diferenciales comunes a R3 y R4 en
nuestros estudios (48% del total de bandas diferenciales de meiocitos). Es
decir, que en los estudios en que se analizaron, ya sea los niveles
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paquiténicos de ARNm total como en los que se caracterizaron
transcriptos diferenciales presentes, en realidad se estaban sumando
aquellos cuya transcripcidon se habria iniciado durante el L/Z.

- Si bien no hemos determinado niveles totales de expresidén génica en R3 'y
R4, los rendimientos diferenciales obtenidos en las extracciones de ARN
por tubo colectado de las fracciones R3 (~0,20 pg) y R4 (~0,48 ug)
parecen apoyar la existencia de un pico de transcripcion en P. Sin
embargo, la mayor cantidad de bandas diferenciales exclusivas de profase
temprana (R3) que se obtuvieron en comparacion con las exclusivas de
profase media/avanzada (R4) en este trabajo, sugieren que en P se
‘encenderian” menos genes que en L/Z. Ademas de que, como hemos
mencionado, parte de los transcriptos presentes en P inician su
transcripcion previamente, podria ocurrir que el nivel de transcripcién de
algunos o muchos de los genes especificos de P fuera muy elevado. En
otras palabras, la superioridad transcripcional en P podria tener un
caracter cuantitativo y no tanto cualitativo como ha sido sugerido en el
pasado (Almstrup et al., 2004; Shima et al., 2004). Un ejemplo de ello
podrian constituirlo las bandas diferenciales comunes a R3 y R4 (reflejo de
genes encendidos en profase temprana que continuaron su expresion en
profase media/avanzada), varias de las cuales mostraron una elevada

intensidad para las células provenientes de la region R4.

El anadlisis de las secuencias de los fragmentos de transcriptos reversos que
han sido seleccionados para ser reamplificados, probablemente ayudara a aclarar la
veracidad de estas hipétesis. Resultara de especial interés determinar la identidad
de los transcriptos reversos parciales especificos de R3, para comenzar a tejer
nuevas hipotesis sobre sus posibles funciones en el metabolismo de los meiocitos

durante la primera profase meiotica.
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VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

- Hemos desarrollado un método de preparacién de suspensiones celulares de
testiculo de roedores que reune muchas caracteristicas deseables como su
sencillez, velocidad y alta reproducibilidad, y que conduce a la obtencidon de células
testiculares viables bien disgregadas, aptas para su utilizacion en CMF. Ademas, la
no utilizacion de enzimas disgregadoras ni de ARNasas durante el proceso, ha
permitido la recuperacion de macromoléculas de interés a partir de las células

analizadas/clasificadas en el citdmetro.

- Se analizd6 mediante CMF el establecimiento de la primera onda
espermatogénica en Cavia porcellus lo que permitid confirmar que la mayor
representacion de meiocitos en L/Z observada en esta especie era consecuencia de
su inusual extension temporal y una mayor proporcion de células que ingresan en
forma muy precoz en meiosis. Asimismo, se pudo comprobar que la mayor duracion
en el cobayo de las divisiones meidticas, en general, y de L/Z, en particular, no se
explican por la diferente duracion del ciclo del epitelio seminifero en las otras

especies estudiadas, sino que son desproporcionalmente mas extensas.

- Hemos puesto a punto un protocolo para el analisis de suspensiones
celulares de testiculo de roedores mediante CMF en base a su contenido de ADN,
tamano y complejidad interna. EI mismo ha sido, a su vez, optimizado para visualizar
en cobayo a los meiocitos tempranos (L/Z) como una poblacién separada de la de
meiocitos medios a avanzados (P/D), distincién que no fue posible reproducir en
material proveniente de rata o raton en idénticas condiciones, y que fue de

fundamental importancia para los objetivos del presente trabajo.

- La visualizacion en los graficos citométricos de la poblacion de L/Z permitié su
selecciéon en los graficos para su posterior clasificacion, en forma separada de los
meiocitos P/D, con altos niveles de pureza, e incluso a partir de individuos adultos.
Esto representé un logro muy significativo, considerando que la diferencia en el
conocimiento molecular de las etapas de L/Z con respecto a P, es en gran parte una
consecuencia de la disponibilidad diferencial de métodos para su purificacion. Se
trata del primer informe publicado de la obtencidn de meiocitos tempranos de

mamifero en forma pura.
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- Hemos podido recuperar el ARN total de las células clasificadas por FACS en
cantidad y calidad suficientes para su empleo en estudios de expresion geénica, en
busca de secuencias génicas de expresion diferencial durante la premeiosis (2C), la
profase meidtica temprana (R3) y la profase meidtica media a avanzada (R4). El
analisis preliminar de las cantidades de bandas de ADNc diferenciales obtenidas con
las 11 combinaciones de iniciadores ensayadas (que se estima cubririan ~13% de
los transcriptos presentes) indicé que aproximadamente la mitad de las bandas
diferenciales especificas de meiosis serian comunes a profase meiética temprana y
media/tardia, mientras que ~1/3 de ellas serian especificas de profase temprana y
~1/5 especificas de profase media/tardia. Estos resultados podrian estar indicando,
por primera vez, la existencia de un importante nivel de expresion génica durante la
profase meiotica temprana de los mamiferos, datos que, complementados con otros,

esperamos publicar en el futuro.

- Disponemos actualmente de un conjunto de bandas de ADNc
correspondientes a genes que son diferencialmente expresados en el testiculo del
cobayo. Un subconjunto de éstas corresponde a las espermatogonias/células
somaticas. El segundo subconjunto corresponde a las etapas tempranas de la
profase meidtica, dividido a su vez entre genes que se “encienden” y “apagan”
durante la misma y aquellos que mantienen su expresion hasta las etapas medias de
la profase meidtica. Finalmente, el tercer subconjunto corresponde a genes cuya
expresion corresponde a la profase meidtica media y/o tardia. Si bien nos
proponemos abordar el estudio de todas estas bandas, interesan especialmente las
correspondientes a las subpoblaciones R3 y R3/R4, cuya identidad (analisis de
secuencias) sera estudiada en los préximos meses. En conclusion, se dispone por
primera vez de la informacion y las herramientas metodolégicas para la realizaciéon
de analisis de expresion génica tendientes a la identificacion y caracterizacion de
genes expresados durante las etapas iniciales de la profase meidtica en mamiferos

adultos.

- Colateralmente, hemos demostrado que el IP en altas concentraciones
ingresa a las células testiculares disgregadas mecanicamente, y disponemos de
numerosas observaciones que indican que esas células son viables. Nuestra
hipdtesis es que el IP logra ingresar a las células vivas en la suspension debido a
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alteraciones a nivel de la permeabilidad de su membrana plasmatica durante el
procesamiento del tejido. Nuestros resultados, junto con algunos resultados
puntuales obtenidos por otros grupos en microorganismos, contribuirian a derribar la
conclusién de que el IP es incapaz de ingresar en células vivas no fijadas. Nos
proponemos realizar experimentos tendientes a demostrar esta hipétesis, incluyendo

cultivos de sobrevida de las células procesadas.
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VIIl. ANEXOS

VIIl.1. Lista de abreviaturas

AP - primer o iniciador arbitrario

AR - &cido retinoico

BrEt - bromuro de etidio

BSA - seroalbumina bovina

CMF - citometria de flujo

CS - complejo sinaptonémico

Ct - region carboxilo terminal

D - diploteno

DD - Differential display

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMPC - dimetil-pirocarbonato

DMSO - dimetil-sulféxido

dpp - dias post-parto

DSB - cortes doble hebra

EA - elementos axiales

EL - elemento lateral

EM - elemento medial

EN - envoltura nuclear

FACS - Fluorescente Activated Cell Sorting
FL2-A - Intensidad de la fluorescencia emitida
FL2-W - Duracién de la fluorescencia emitida
FSC-H - Forward Scatter o Dispersion frontal
IP - ioduro de propidio

L - leptoteno

ME - microscopio electrénico

MNE - membrana nuclear externa

MNI - membrana nuclear interna

MO - microscopio éptico

NDA - acido naftol-disulfonico

P - paquiteno

PBS - buffer fosfato salino

PCR - reaccién en cadena de la polimerasa
PFA - parafolmaldehido

PMSF - fenil-metil-sulfonil-fluoruro

RT — transcripcién/ transcriptasa reversa
SFB - suero fetal bovino

SSC-H - Side Scatter o Dispersion lateral
TAE - buffer tris-acetato-EDTA

Z - cigoteno
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VIIl.2. Graficos adicionales de CMF

VIIl.2.a. Evaluacién de viabilidad celular con Live/Dead Kkit:

{muertas doble tincion

L i e YT

Figura VIIl.1.- Analisis citométrico de la viabilidad en las suspensiones celulares
prepararadas con el Medimachine, utilizando el Live/Dead kit (Molecular Probes).
Arriba: Grafico de puntos representando la dispersion frontal de la luz (FSC-H) en
funcién de la dispersion lateral (SSC-H) por parte de las células en la suspension.
Abajo: Representacion de fluorescencia verde (FL1) vs fluorescencia roja (FL2).
El cuadrante inferior izquierdo corresponde a células no marcadas, mientras que
en el inferior derecho se encuentran las células con fluorescencia verde (“vivas”,
70%). Las células muertas emiten en el rojo y se ubican en el cuadrante superior
izquierdo (8%). El cuadrante superior derecho corresponde a las células que
exhibieron en forma simultanea fluorescencias roja y verde, que constituyeron un
porcentaje importante de la poblacion (20%). Considerando que estas ultimas
presentan cambios en su membrana a consecuencia de la disgregacion
mecanica con ruptura de puentes citoplasmicos pero aun son viables, se totaliza

un 90% de células viables.
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VIIl.2.b. Distincion de R3 y R4 dentro de poblaciéon 4C:
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A ﬁi B wH ]
9 "“'H 'F 1 H W2
E"‘
=
=
(=}
o
00 i L] L 1N [ =0 - (5 o el
Pl Fluorescence Intensity Pl Fluorescence Intensity
0 s
5t - 5 .
E" ; | a ‘ E-E |
e LT
E . - T E ir - .‘ T . T e r‘
Pl Fluorescence Intensity Pl Fluorescence Intensity

3514; 0,6 9; 50% R3. | 358 g: 0,7 g; 35% R3

Cuuntg-:

= el & L 1560
Pl Fluorescence Intensity

i

Q

[Ye.
L

30 Degree Scatter

90 Degree Scatter

v -';'.ﬂ.c
o ‘-\.

Pl Fluorescence Intensity Pl Fluorescence Intensity

ey

Figura VIII.2.- Anadlisis mediante CMF de suspensiones celulares de testiculo de
cobayos de 45-50 dias de edad con diferencias en sus pesos corporales y/o testiculares.
En todos los casos se realizaron incubaciones prolongadas con el colorante IP (= 2
horas) antes del analisis citométrico. Sin embargo, no en todos los casos pudo lograrse

una clara distincion de las poblaciones R3 y R4 (A, A’ y B, B’). Aquellos en que se logré
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distinguir inequivocamente a R3 y R4 (C, C’ y D, D"), tuvieron en comun que el aporte
relativo de cada una de estas poblaciones era 235% de las células 4C. Los datos de
cada especimen se muestran en el siguiente orden: peso corporal, peso testicular y
porcentaje aproximado de meiocitos tempranos (R3) con respecto a las células 4C
totales. Los datos porcentuales provienen de estudios anteriores (Rodriguez y Wettstein,
2004).
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VIII.3. Analisis de bandas del DD con el programa ImageJ

HT11G-AP3:

bl
NI

Figura VIII.3.- Analisis comparativo de las bandas obtenidas en el DD, utilizando el

R3

‘T—_,—E—__-____ e

programa /magedJ. A modo de ejemplo, se muestra el analisis de las bandas obtenidas
con los iniciadores HT1G y AP-3 para las tres poblaciones celulares en comparacion

(2C, R3 y R4). La linea vertical que pasa por el primer pico de la izquierda en cada caso,
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se tom6 como referencia para alinear las tres poblaciones y evitar posibles errores
causados por la inclinacion de las bandas en los carriles durante la corrida electroforética
(ver gel abajo). Los puntos sobre los picos sefialan las bandas diferenciales de una
poblacion con respecto a otra/s, ya sean los casos de presencia/ausencia o por

diferencia de intensidad notoria.
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Vil 4. Publicaciones en revistas internacionales

arbitradas en el marco de la tesis

Geisinger A, Rodriguez-Casuriaga R. Flow cytometry for gene expression studies in

mammalian spermatogenesis. Cytogenet Genome Res 128:46-56 (2010).

Rodriguez-Casuriaga R, Geisinger A, Lépez-Carro B, Porro V, Wettstein R, Folle GA.
Ultra-fast and optimized method for the preparation of rodent testicular cells for
flow cytometric analysis. Biol Proced Online 11:184-195 (2009).

Rodriguez-Casuriaga R, Geisinger A, Santinaque FF, Lopez-Carro B, Folle GA.
High-purity flow sorting of early meiocytes based on DNA analysis of guinea pig
spermatogenic cells. Cytometry A 79(8):625-634 (2011).

Rodriguez-Casuriaga R, Folle GA, Santinaque FF, Lopez-Carro B, Geisinger A.
Simple and efficient technique for the preparation of testicular cell suspensions.
Manuscrito y video en preparacion para ser enviados a J Vis Exp (Journal of

Visualizad Experiments).
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