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Resumen:

La espermatogénesis es un proceso por el cual se producen espermatozoides a partir de
células madre en los testiculos. En los mamiferos existe una continua produccion de
espermatozoides durante toda la vida del individuo por una poblacion de células madre
espermatogoniales (Spermatogonial Stem Cells — SSC). Las SSC comprenden solo el 3%
de la poblacién celular germinal en los testiculos adultos. El presente estudio investigo
las mejores condiciones para aislar y mantener en cultivo in vitro las SSC por tiempo
prolongado, utilizando dos métodos, uno enzimatico (colagenasa tipo 1V, hialuronidasa,
tripsina) y otro no enzimatico (disgregacion mecanica con jeringa). Se obtuvo un
rendimiento del 93% para ambos métodos, y mediante el uso de la T de Student no se
detectaron diferencias significativas entre los métodos de aislamiento (0.05<p). Se
observo que aquellas células aisladas por el método no enzimatico son aquellas que
generan mayor numero de colonias, pero que no resisten a mas de 3 pases; en contraste
con lo que se observa con las células aisladas por el método enzimatico, que resisten hasta
7 pases pero que no generan muchas colonias. Esta ultima caracteristica permite el cultivo
por tiempo prolongado de las SSC, por lo que es recomendable continuar investigando
en esta linea.

Palabras clave: Células madre espermatogoniales, SSC, in vitro, cultivo, enzimatico.



Abstract:

Spermatogenesis is a process by which sperm are produced from stem cells in the testes.
In mammals there is a continuous production of spermatozoa throughout the life of the
individual from a population of spermatogonial stem cells (Stem Cells spermatogonial -
SSC). The SSC comprise only 3% of the germ cell population in the adult testis. The present
study investigated the best conditions for isolating and maintaining in culture in vitro for
prolonged periods SSCs using two methods, one enzyme (type IV collagenase,
hyaluronidase, trypsin) and other nonenzymatic (mechanical disruption syringe). A yield
of 93% was obtained for both methods, and by using the Student t no significant
difference between the methods of isolation (0.05 <p) were detected. It was observed
that those cells isolated by nonenzymatic method are those that generate higher number
of colonies, but not resist more than 3 passes; in contrast to what is observed with cells
isolated by the enzymatic method, which resist to 7 passes but do not generate many
colonies. This latter feature allows the cultivation of the SSC prolonged time, so it is
advisable to continue research on this line.

Keywords: Spermatogonial stem cells, SSC, in vitro, culture, enzymatic.

Introduccion:

La espermatogénesis es un proceso por el cual se producen espermatozoides a partir de
células madre en los testiculos. En los mamiferos existe una continua produccion de
espermatozoides durante toda la vida del individuo por una poblacién de células madre
espermatogoniales (Spermatogonial Stem Cells — SSC). Esta subpoblacion de células de
espermatogonias de tipo A, de tamafo pequefio y con capacidad de auto-renovarse, se
encuentra en el compartimiento basal de los tubulos seminiferos (Huckins, 1971; Rooij,
2015) y son las que inician la espermatogénesis a través de un equilibrio entre la auto-
renovacion y diferenciacion celular en los testiculos adultos de mamiferos (Hoffman,
2008; Phillips, Gassei y Orwig, 2010).

Las espermatogonias son células madre unipotentes que pueden originar un solo linaje

celular, es decir, que en ultima instancia, van a producir espermatozoides. Estas por su



capacidad de auto-renovarse, pueden restituir la espermatogénesis cuando se trasplantan
en los tubulos seminiferos de un individuo infértil (Brinter y Zimmermann, 1994; Ogawa
1997; Izadyar 2000; Russell 2000; Schlatt 2002; Fujita 2005; Khaira 2005).

Hasta el momento no se ha dilucidado completamente la identidad de este tipo de células
madre en los testiculos, por lo que se han propuesto al menos dos modelos para describir
su renovacion y/o diferenciacion. Un modelo propone que las SSCs se denominen
espermatogonias Asingle (As) (Oakberg, 1971), las que pueden renovarse o diferenciarse en
espermatogonias Apareadas (Apr) que permanecen conectadas por un puente intercelular.
Estas espermatogonias luego se dividen y dan lugar a espermatogonias alineadas (Aaiigned),
las que originan mas células germinales diferenciadas como las espermatogonias A; — A,
espermatogonias tipo B y espermatocitos, que inician la meiosis para su posterior
diferenciacion en espermatozoide. Las espermatogonias Asingle, Apaired Y Aaligned @ VECeSs son
llamadas como espermatogonias indiferenciadas (De Rooij 2000). Otro modelo,
planteado por Clermont y Bustos-Obregon en 1968, seiala que todas las espermatogonias
citadas anteriormente se denominan espermatogonias Ao. Se asume que estas células
permanecen quiescentes o se dividen muy lentamente, a menos que una perdida excesiva
de células germinales estimule su proliferacion, como una lesién o irradiacién (Clermont
y Hermo, 1975). El primer modelo es el que se acepta hasta el momento, pues las
espermatogonias A;— As mantienen su potencia (pues son células madre comprometidas),
asi, una espermatogonia A4 puede originar una nueva A; o avanzar en el proceso de
diferenciacion a través de la espermatogénesis.

Las SSCs expresan altamente las integrinas a-6 y B-1 (Shinohara 1999; Barros, Worst 2012)
y no expresa el receptor c-kit (Ohta 2000). Recientemente se ha encontrado en ratones
transgénicos la sobreexpresion del Factor neurotréfico derivado de la linea celular glial
(GDNF), aumentando la proliferacidon de grupos indiferenciados de espermatogonias A,
que contienen principalmente, pero no exclusivamente Asingie(Rooij 2000; Buageaw 2005;
Hoffmann 2005; Hofmann, 2008; Schmidt 2009). Estas células también pueden originar

tumores testiculares que asemejan un semioma humano (Tadokoro 2002; Singh 2011). Se



ha demostrado que un subconjunto de espermatogonias tipo A expresan los receptores
para GDNF (Dettin 2003; Von Schonfeldt 2004).

La identificacion y el aislamiento de las SSCs son fundamentalmente para la comprension
de la regulacion y el crecimiento durante los primeros pasos de las espermatogénesis, asi
como su comportamiento en el restablecimiento de la fertilidad en testiculos con
deficiente produccion de espermatozoides. Estas células, en la actualidad contindan mal
caracterizadas, por la escasez de marcadores moleculares especificos que nos permitan
distinguirlos de otras células germinales (Hofmann 2005; Hermann 2011; Costa 2012;
Bellaiche 2014), para asi elaborar nuevas tecnologias de terapia celular para el
tratamiento de la infertilidad en el macho.

Las ultimas investigaciones en el campo de la biologia molecular y células de cultivos in
vitro de células madre espermatogoniales (SSCs) ha abierto nuevas posibilidades en la
reproduccidn asistida en machos. Las técnicas asocian la recoleccion y el cultivo in vitro
de las SSCs para luego trasplantarlas a los testiculos de los machos receptores
previamente despojados de sus células madre mediante métodos farmacolégicos. La
preservacion por tiempo prolongado de las SSCs es fiable al ofrecer la posibilidad de
restituir en los sistemas de reparto in vivo, tras la evaluacion y seleccion de los genotipos
de mejor calidad.

Es por esto que existen numeroso meétodos para el aislamiento de las SSC, tales como
chapado diferencial, sedimentacion por velocidad, elutriacidn, gradiente discontinuo,
Hoechst 33342 y rodamina 123, las células magnéticas activadas por la clasificacion
(MACS) y células activada por fluorescencia (FACS) para aislar SSC en diferentes especies,
los cuales hasta el momento son ineficientes por la falta de marcadores de superficie
celular de las SSC y de los anticuerpo necesarios para su identificacion (van Pelt 1996;
Shinohara 2000; Luo 2006; Rodriguez-Sosa 2006).

En el presente trabajo se utilizaron dos técnicas para aislar y cultivar espermatogonias de
testiculos de perro in vitro. Las células aisladas por el método no enzimatico son las que

generan un mayor numero de colonias, pero que no resisten a mas de 3 pases; en



contraste con las células aisladas por el método enzimatico, que resisten hasta 7 pases
pero que no generan muchas colonias.

Materiales y Métodos
Obtencion de las SSCs
Los testiculos se obtuvieron de individuos castrados en el camal y fueron transportados
en solucion salina al laboratorio de Biotecnologia y Fisiologia Animal de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Ricardo Palma. Nosotros trabajamos con tres pares
de testiculos, utilizando medio la mitad de cada par para cada método.
Aislamiento de las SSCs
Llegadas las muestras al laboratorio, se lavaron tres veces con medio Dulbecco libre de
calcio y fosfato tamponada con magnesio (DPBS; GibcoBRL).
Método enzimatico
El tejido se incubé a 37°C con colagenasa (Img/mL, Tipo IV) durante 15 min seguido de
hialuronidasa (Img/ml) durante 10 min. Posteriormente se lavé dos veces con medio
DMEM suplementado con 0.25% (w/v) de tripsinay 1 mM EDTA (GibcoBRL) durante 5 min
a 37°C. Las células dispersadas fueron lavadas dos veces mas con DMEM suplementado
con 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS; GibcoBRL) para detener la digestion enzimatica
y se filtraron con mayas de 70 py 40 p para eliminar las células mioides y de Sertoli. Luego
se incubaron las células durante la noche a 37°C en DMEM suplementado con 10% (v/v)
FBS con una saturacion de 5% de CO2.
Método no enzimatico
Las células de los tubulos seminiferos se disociaron mediante pipeteo repetido a través
de una jeringa hipodérmica 10 ml equipada con una aguja 22G. Luego las células se
filtraron con mayas de 70 py 40 p para eliminar las células mioides y de Sertoli. Luego se
incubaron las células durante la noche a 37°C en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS
con una saturacion de 5% de CO2.
Finalmente las células que se adhirieron al fondo del flask se utilizaron para su posterior
cultivo. La evaluacion de la viabilidad celular se determiné mediante la mezcla de las

muestras 1: 1 con 0,4% de azul de tripan y se realiz6 el conteo en camara de Neubauer.



Enriquecimiento de SSC se llevé a cabo ya sea por gradiente de densidad Percoll
discontinuo (van Pelt et al., 1996). Se obtuvieron 2 ml de suspensidn celular que contiene
~ 1 x 107 células se estratificaron en la parte superior de 15, 30, 45, y 60% de Percoll y se
centrifugaron a 800 rpm durante 30 min. Las células situadas en la interfase se lavaron
dos veces con DMEM suplementado con 10% (v/v) de FBS. Después de 16 h de incubacion,

se recogieron las células flotantes para su posterior cultivo.

Cultivo in vitro de las SSCs

El cultivo in vitro se realizé6 en medio DMEM (Gibco BRL) suplementado con 15% (v/v) de
FBS, 1% penicilina estreptomicina (Gibco BRL), 1% de L-glutamina, 2 mM 2-
mercaptoetanol, 1% de acidos no esenciales aminoacidos, 1.000 U de factor inhibidor de
la leucemia (LIF), y factor de 10 ng/mL GDNF. El medio de cultivo se renové diariamente.
Después de 6 a 7 dias de cultivo, las colonias derivadas de SSC fueron tratadas
brevemente con 0,05% (w/v) EDTA.

Actividad de la fosfatasa alcalina

Para evaluar la actividad de la fosfatasa alcalina de las SSC se fijaron las células con
formaldehido al 4% y se tifleron histoquimicamente. La actividad de la fosfatasa alcalina

se evalué mediante analisis visual de las células tefidas (Ju et al., 2008).

Resultados y Discusion
Las SSC comprenden solo el 3% de la poblacion celular germinal en los testiculos adultos,
es por esto que su aislamiento es uno de los retos principales que enfrenta la biologia de
la reproduccion en la actualidad. En la presente investigacion no realizamos distincion

etaria entre los individuos donantes.

Obtuvimos un 63% y 28% de las SSC en las capas con 45-60% y 30-45% de Percoll
respectivamente, la diferencia las encontramos en las otras capas que ademas contenian
células somaticas, por lo que decidimos descartarlas. A las células que recuperamos en las

fracciones de 45-60% y 30-45% de Percoll se evaluo la viabilidad con azul de Tripany la



actividad de la fosfatasa alcalina; en ambos casos las células respondieron positivamente,
en mas de un 93% para ambos métodos y mediante el uso de la T de Student no se
detectaron diferencias significativas entre los métodos de aislamiento (0.05<p), lo cual
coincide con los resultados obtenidos con Su Young et al 2009. Se calculé también el
efecto del tamano en las diferentes capas de Percoll para el volumen celular recuperado
(Grafico 1).

Grafico 1. Efecto del tamafio referente al Volumen celular
recuperado en Percoll (mL)
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Durante el cultivo in vitro se observé el comportamiento de las células, de lo cual

podemos rescatar que durante 2-5 dias, las células aisladas ya sea individualmente como

en grupo, mantienen su viabilidad, mientras que aquellas que se encuentran



contaminadas con otro tipo celular (por ejemplo células de Sertoli), mueren
deliberadamente luego del tiempo seialado. Sin embargo, aquellas células somaticas que
superen aquel tiempo se diferencian o toman aspecto de fibroblastos hacia el dia 7.

Luego de 10 dias de cultivo, las SSC tienen cerca de 3 colonias, las cuales podrian ser sub-
cultivadas hasta en 8 pases, con un tiempo de replicacion de 6-7 dias, dependiendo del
tipo de método de aislamiento empleado (un pase es un subcultivo realizado a partir del
cultivo anterior, asi, cada pase se origina de un cultivo previo, y al realizar un pase se re-
establece el ciclo reproductivo celular; es por esto que en los graficos de crecimiento
celular se observan las lineas en paralelo). Esto quiere decir, que por ejemplo aquellas
células aisladas por el método no enzimatico son las que mayor nimero de colonias
generan, pero las que menor nimero de pases resisten (maximo 3), impidiendo el

mantenimiento por tiempo prolongado de la linea celular espermatogonial (Graficos2-4).

Grafico 2. Crecimiento de las SSC's aisladas del individuo 1 por método no enzimatico. Se

observan en naralelo los nases (subcultivos) realizados.
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Grafico 3. Crecimiento de las SSC’s aisladas del individuo 2 por método no

enzimatico. Se observan en paralelo los pases (subcultivos) realizados.
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Grafico 4. Crecimiento de las SSC's aisladas del individuo 3 por método no
enzimatico. Se observan en paralelo los pases (subcultivos) realizados.
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En contraste, aquellas células aisladas por el método enzimatico si bien dan menor
namero de colonias, resisten mas del doble de pases que las células aisladas sin el uso de
enzimas (Graficos 5-7). Este dato es vital, pues gracias a esta caracteristica por el método
enzimatico podemos realizar sub-cultivos continuos y mantener la linea celular
espermatogonial por tiempo prolongado, lo cual seria util si estas células son de
individuos genéticamente seleccionados para el reparto en individuos receptores, y asi
asegurar el mantenimiento de la mejor genética en la descendencia.

Grafico 5. Crecimiento de las SSC’s aisladas del individuo 1 por método enzimatico.
Se observan en paralelo los pases (subcultivos) realizados.
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Grafico 6. Crecimiento de las SSC’s aisladas del individuo 2 por método enzimatico.

Se observan en paralelo los pases (subcultivos) realizados.
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Grafico 7. Crecimiento de las SSC's aisladas del individuo 3 por método enzimatico.

Se observan en paralelo los pases (subcultivos) realizados.
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Es importante sefialar ademas que en la presente investigacion obtuvimos como maximo
7 pases, al final de los cuales las células entraban en senescencia o progresaban en la
diferenciacion, esto es posible, debido a 2 factores: 1) la falta de regulacién hormonal en
el cultivo, lo cual genera un desbalance metabdlico a nivel celular que por estrés
fisiologico genera que la célula progrese en su diferenciacion o apoptosis; 2) como no
consideramos la edad de los individuos aceptados en la investigacion, es probable que
este factor sea crucial en el mantenimiento in vitro de las SSC.

Los autores recomendamos continuar el estudio de esta linea de investigacion y
profundizar mas en los conocimientos que de esta se desprendan, pues permite el
desarrollo de nuevas tecnologias y terapias que pueden ser extrapoladas en sus
aplicaciones a seres humanos varones con deficiencias reproductivas en casos como son
la azoospermia no obstructiva (ANO); asi como en el plano académico, permitiendo el
desarrollo de jévenes investigadores comprometidos con el desarrollo de la ciencia en

nuestro pais.
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