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RESUMEN

El desarrollo de sistemas in vitro permite dilucidar parte de los mecanismos de la
espermatogénesis que son dificiles de abordar en el organismo. En este contexto, nos
planteamos caracterizar cultivos primarios de células madre aisladas del tejido del testiculo de
ratén recién destetado. Los cultivos obtenidos mostraron una poblacién heterogénea formada
por diferentes tipos celulares. Por medio de técnicas histoquimicas, se pudo evidenciar la
presencia de células madre de la linea germinal; tipo espermatogonias (SSCs) y espermatocitos,
asi como también células somaticas; células mioides peritubulares y las células de Sertoli,
estas ultimas parecen ser cruciales para el mantenimiento de las SSC in vitro, debido a la
influencia de diversos factores segregados por ella, que estimulan la proliferacién celular. Es
importante destacar que bajo las condiciones suministradas in vitro se pudo observar, ademas,
células similares a espermatidas lo que pudiera sugerir una diferenciacién espontanea a partir
de espermatogonias sin utilizar factores inductores conocidos.
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Characterization of the primary culture of mouse
testicle germ cells

ABSTRACT

The development of in vitro systems makes it possible to elucidate part of the spermatogenesis
mechanisms that are difficult to address in the organism. In this context, we set out to
characterize primary cultures of stem cells isolated from the testis tissue of newly weanling
mice. The cultures obtained showed a heterogeneous population formed by different cell types.
AUsing histochemical techniques, it was possible to demonstrate the presence of stem cells of
the germinal line, type spermatogonia (SSCs), and spermatocytes, as well as somatic cells;
peritubular myoid cells and Sertoli cells, the latter seem to be crucial for the maintenance of
SSCs in vitro, due to the influence of various factors secreted by them that stimulate cell
proliferation. It is important to highlight that under the conditions provided in vitro,
spermatid-like cells were also evident, which could suggest spontaneous differentiation from
spermatogonia without using known inducing factors.
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INTRODUCCION

Las células madre se caracterizan por tres propiedades: la
autorrenovacion, la capacidad de desarrollarse en maultiples lineas
celulares y el potencial de proliferar extensamente (Bosch y col, 2007).
Estas células constituyen el origen y el reservorio de todos los tipos de
tejidos del organismo. Asi tenemos las células germinales que mantienen
su potencialidad y que pueden dar origen al évulo en el género femenino
o al espermatozoide en el masculino (Lechner, 2007).

Los testiculos estan compuestos por los tubulos seminiferos formados
por un epitelio seminifero el cual se encuentra apoyado sobre una lamina
basal y una capa de células mioides peritubulares que rodea todo ttbulo;
el epitelio seminifero esta conformado por las células de Sertoli y los
diferentes estadios celulares de la linea germinal masculina, es decir,
espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides.

Un grupo de investigadores en el 2011 lograron por primera vez la
producciéon de espermatozoides funcionales por métodos in vitro, a partir
de fragmentos de tejido testicular de ratones neonatales en un sistema de
cultivo de 6rganos en geles de agarosa, lo que tiene una gran importancia
en el campo del cultivo de células de los testiculos, ya que este proceso
no se habia podido reproducir en mamiferos fuera del organismo (Sato y
col., 2011). Principalmente, se requiere utilizar sistemas de cultivo
tridimensionales, para que ocurra el proceso de espermatogénesis (Sato y
col.,, 2012; Mahmoud, 2012), a través de este método se ha logrado la
induccién de células espermatogénicas de ratones inmaduros incluidas
células similares a espermatozoides (AbuMadighem y col., 2018).

Recientemente se logré la recapitulacion exitosa de la organogénesis de
gonadas fetales y se produjeron espermatidas haploides derivadas in vitro
mostrando que estas sufren la recombinacion meiética. Ademas, confirmaron
que estas espermatidas fueron capaces de fertilizar ovocitos y soportar el
desarrollo temprano del embriéon (Yuan y col, 2020). En este contexto se
plantea que las técnicas in vitro son un modelo alternativo para estudiar la
meiosis masculina que son dificiles de abordar en los modelos biolégicos in
vivo como por ejemplo, el ratén, aunado a esto es importante considerar los
aspectos éticos cuando se aplican los tratamientos fisicos y quimicos en
animales, que inducen dafios en el ADN para estudiar su impacto sobre la
meiosis, hoy en dia es esencial considerar los principios de las 3R en la
investigacién animal (Lopez Jiménez y col., 2023).

La manipulacién in vitro de células germinales ofrece la oportunidad
de estudiar los mecanismos que subraya la continuacién de la linea
germinal y desarrollar nuevas técnicas para su modificacién o para
terapia celular. Asi mismo con estos modelos biolégicos se puede estudiar
el efecto de compuestos que regulan la proliferacion y diferenciacion de
las células tipo espermatogonias (Travers y col., 2013).
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Investigaciones con células SSC de linea germinal masculina,
demuestran el potencial de estas células para ser la pieza central de una
nueva era de aplicacion clinica para el tratamiento de la infertilidad y la
medicina regenerativa (Kubota y Brinster, 2006; Diao y col., 2022).

En virtud del conocimiento sobre estas células germinales, la
importancia que tienen en la producciéon de un nuevo organismo y los
diferentes problemas que se presentan en el momento de la reproduccion
por el dafio o poca funcionalidad de este tipo celular, en este trabajo se
ha planteado estudiar el mantenimiento y caracterizacion de células
germinales de testiculo de ratén como modelo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Ratones de la cepa NMRI de sexo masculino recién destetados, fueron
utilizados debido a que a esta edad los tubulos seminiferos poseen mayor
proporcién de SSCs en comparacion con los de edades mas avanzadas, segin
un trabajo realizado por De Rooij y Mizrack en el afio 2008. Los ratones fueron
suministrados por el Bioterio del Instituto de Biologia Experimental (IBE), de
la Facultad de Ciencias, de la Universidad Central de Venezuela.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical para la
extraccion de los testiculos en condiciones de asepsia. Estos se utilizaron
para establecer el cultivo primario de las células germinales y/o para el
procesamiento histolégico y analisis de las caracteristicas morfologicas
del tejido testicular.

Aislamiento y establecimiento del cultivo primario de las células
germinales de testiculo de raton. La diseccion del animal se realizé bajo una
campana de flujo laminar horizontal para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Los testiculos de ratéon obtenidos se colocan en solucién buffer
fosfato libre de calcio y magnesio (PBS) eliminando el tejido adiposo y el
epididimo para evitar la contaminacién del cultivo con otro tipo celular,
ademas se le desprende cuidadosamente la tinica albuginea. Posterior a esto,
el material se disgregd mecanicamente hasta obtener cortes de
aproximadamente 2 mm, para la realizacion de la disgregacién enzimatica.

Los trozos de tejidos de los testiculos de ratén se expusieron a la
accién de una solucién de Tripsina 0,25% con una solucién de Acido
Etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,04% en una proporcion 1:4 a través
de pipeteos continuos, a una temperatura de 37°C; inmediatamente
completada la disgregacion, se inactivo la accion de la enzima agregando
medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM), suplementado
con 10% de suero fetal de bovino (SFB), 100 um/mL de Estreptomicina y
100 U/mL de Penicilina; la suspension celular obtenida se centrifug6 a
724,5 g por 10 minutos (3 veces) y el taco celular se resuspendi6é en
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medio nutritivo para luego ser sembrado en placas de plastico cuya area
depende de la cantidad de células viables obtenidas, determinada por
medio del colorante azul Tripano y el uso de una camara de Neubauer.

Los cultivos primarios fueron mantenidos en incubacién en atmoésfera
humeda de 5% de COza 37°C, y el medio fue reemplazado cada dos o tres
dias dependiendo de los requerimientos del cultivo, hasta la confluencia
de las células en monocapa.

Caracterizacion morfologica de las células germinales de testiculo
de raton. Las células germinales obtenidas en los cultivos fueron
caracterizadas morfolégicamente realizando diferentes metodologias, a través
de registros fotograficos digitales, con coloraciones histoquimicas de rutina
May-Griinwald-Giemsa y la coloracion con acido periédico de Schiff, ademas
se realiz6 la determinacién inmunocitoquimica con el anticuerpo primario
monoclonal de ratéon anti-vimentina, que reconoce la vimentina en los
filamentos intermedios del citoplasma de las células de Sertoli. Para la
evaluacion mediante histoquimica de lectinas se utiliz6 la lectina Dolichus
biflorus (DBA) con afinidad a a-N-acetil-D-galactosamina, ya que se ha
sugerido que es un marcador especifico para caracterizar las células
madre de espermatogonias (Izadyar y col., 2003; Aguilar y col., 2004).

RESULTADOS

En este trabajo se analiz6 las caracteristicas morfolégicas del tejido
testicular de raton recién destetado para luego establecer y caracterizar
los cultivos primarios de las células de testiculo de ratén. Con relacién a
las caracteristicas histolégicas del testiculo de raton recién destetado, se
puede apreciar que los tibulos estan rodeadas por una membrana basal
e inmediatamente se encuentra una capa de células mioides
peritubulares con morfologia fusiforme, el epitelio es estratificado
compuesto por células con variedad fenotipica, observando diferentes
estadios de las células espermatogénicas, como las espermatogonias con
morfologia redondeada que presentan un gran nucleo ovoide y un
citoplasma escaso, estas células se localizan en la base del epitelio
seminifero; a medida que se van diferenciando se van alejando de la base
del tabulo seminifero acercandose al lumen de éste, manteniendo las
conexiones citoplasmaticas.

También se encuentran los espermatocitos primarios que se pueden
distinguir por poseer mayor proporcién de citoplasma que las
espermatogonias y presentan un gran nucleo ovéide (Figura 1A). Ademas,
en la Figura 1B se puede observar una estructura formada por una serie
de conductos denominada epididimo, cada conducto estd compuesto por
un epitelio y en el lumen de este se puede detectar células tipo
espermatogonias.
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Figura 1. Corte histolégico de testiculo de raton recién destetado. (A) Detalle de un tibulo
seminifero mostrando diferentes estadios celulares de la espermatogénesis y asi como las
células mioides peritubulares (MP) y la membrana basal (MB) 400X. (B) Detalle del epididimo
en cuyo lumen (*) se observan células espermatogonias 400X. Coloraciéon Hematoxilina-Eosina.

Establecimiento del cultivo primario de las células germinales de
testiculo de raton. El cultivo primario de las células germinales de
testiculo de ratén se establecié de manera eficaz utilizando la técnica de
disgregacién enzimatica con la enzima Tripsina combinada con el agente
quelante EDTA. Las condiciones brindadas a las células cultivadas en
monocapa, permitieron la proliferacion y mantenimiento del potencial de
diferenciacion de las células tipo espermatogonias.

En la Figura 2 se muestra los cultivos primarios de células de
testiculo de ratén donde se contempla una poblacién celular heterogénea,
observandose en general células con un citoplasma irregular y extendido,
similares a las células somaticas del testiculo, estas células se adhieren
facilmente a la superficie de cultivo formando una monocapa confluente.
El otro tipo celular que se observa son células con morfologia
redondeadas similares a las células de espermatogonias que
generalmente crecen por encima de la monocapa formada por las células
somaticas.

Figura 2. Poblaciones celulares obtenidas por disgregacion enzimatica con Tripsina-EDTA.
Cultivo primario de 20 dias. (A) Se observa una heterogeneidad celular. Células con el
citoplasma extendido (*) y células redondeadas. Contraste de fases 200X. (B) Detalle de células
redondeadas similares a las células de espermatogonias. Contraste de fases 400X.
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Las células similares a las espermatogonias en cultivo se pueden encontrar
aisladas o formando grupos de diferentes maneras, unas alineadas formando
una colonia en hilera y otras se agrupan formando agregados celulares
tridimensionales tipo globular (Figura 3A), que de igual forma generalmente
crecen sobre la monocapa de células somaticas y se conectan e
interactuan a través de puentes citoplasmaticos (Figura 3B).

Figura 3. (A) Tipos de colonias formadas por células redondeadas similares a espermatogonias.
Se observa un grupo de células alineadas formando una colonia en hilera (punta de flecha) y
otros grupos formando agregados celulares tipo globular (*). Contraste de fases 200X. (B)
Cultivo primario de 3 dias en donde se puede observar células somaticas (flecha) y células
similares a espermatogonias (punta de flecha), estas tltimas conectadas a través de puentes
citoplasmaticos. May-Grunwald-Giemsa 200X.

Las colonias las SSCs se conectan a través de puentes citoplasmaticos
constituyendo un sincitio, pudiéndose comunicar entre ellas y sincronizar
su desarrollo, estos puentes mencionados pueden indicar una citocinesis
incompleta de las SSCs.

En este trabajo caracterizamos a nivel histoquimico los cultivos
primarios con la lectina DBA y con el PAS, con lo que se pudo comprobar
la presencia de células espermatogénicas en los cultivos (Figura 4). Con
la Lectina DBA se observa un marcaje en las células similares a las
espermatogonias, mientras que las células somaticas no mostraron
marcaje (Fig. 4A), ademas se puede apreciar claramente las diferentes
intensidades del marcaje segun la morfologia de las células, las mas
redondeadas mostraron un mayor marcaje y se puede evidenciar la
presencia de un nucleo prominente con un nucléolo, estas células
presentan escaso citoplasma, mientras que otras células también
marcadas pero en menor intensidad presentan forma alargada, con
mayor cantidad de citoplasma, presencia de una vacuola y el ntucleo
desplazado hacia un extremo, estas células son similares a espermatidas
alargadas (Figura 4B).
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Con la coloracion PAS también se pueden distinguir las células
espermatogénicas, las cuales son PAS-positivas mostrando una
coloracion rosa a diferencia de las células somaticas que no reaccionan al
PAS, de igual forma se puede observar la presencia de células alargadas
con menor reaccién. Las células mas redondeadas se ven agrupadas
formando colonias en hilera, donde se puede observar los puentes
citoplasmaticos que conectan unas células espermatogénicas con otras
de la misma morfologia (Figura 4C y 4D).

Figura 4. Cultivo primario de células de testiculo de ratén de 20 dias. (A) Células similares a
espermatogonias marcadas con la Lectina DBA con morfologia redondeada con marcaje
intenso en el nucleo (flecha) y células con morfologia alargada con el nuicleo desplazado hacia
un extremo (punta de flecha) con menor marcaje 400X. (B) Células similares a
espermatogonias intensamente marcadas (punta de flecha) y células con morfologia alargada
similares a espermatidas con menor marcaje (flecha). Lectina DBA 400X. (C) Células similares
a espermatogonias PAS+ alineadas formando una colonia en hilera (*), otras células en forma
alargada similares a espermatidas con una menor coloracioén (punta de flecha) y células
somaticas PAS-negativas (flecha) 200X. (D) Células similares a espermatogonias donde se
observa la intensidad de la reaccién al PAS de estas células agrupadas en hilera (*) y formando
agregados celulares unidas a través de puentes citoplasmaticos en ambos casos, también se
observan células no reactivas al PAS con un nucleo y citoplasma irregular (flecha). PAS 400X.

Por otro lado, se caracterizé un cultivo primario de 6 dias, para determinar
la presencia de las células de Sertoli, la caracterizacion se realizd con el
anticuerpo anti-vimentina que reconoce los filamentos intermedios. La Figura
5 muestra el marcaje positivo a la inmunocitoquimica en contra de
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vimentina de una célula binucleada con gran extensiéon del citoplasma
similar a las células de Sertoli, interactuando con células con
caracteristicas similares a las espermatogonias.

Figura 5. Cultivo de células marcado inmunocitoquimicamente con el anticuerpo anti-
vimentina. Se observa sélo el marcaje positivo a la vimentina de una célula binucleada con
gran extensién del citoplasma interactuando con las células similares a las espermatogonias
400X.

DISCUSION

Actualmente las células de la linea germinal masculina son de gran
interés ya que podrian ser una fuente de células madre adultas. Estas
células residen en los testiculos de los organismos en donde sufren un
proceso de proliferacion y diferenciaciéon estimulado y mediado por
diversos factores y por el microambiente en donde se encuentran.

Las células germinales masculinas se han logrado aislar y mantener
en cultivo bajo diferentes estrategias y microambientes in vitro, que han
permitido su estudio para ser usadas como fuente de células para la
medicina reproductiva y la bioingenieria tisular (Brinster y Avarbock,
1994; Cui y col, 2023). Del mismo modo, se han logrado diferenciar
hacia su propio linaje e incluso hacia otros fenotipos celulares en cultivo.

Debido a la importancia que podrian tener estas células madre de
espermatogonia como modelo de estudios basicos de la biologia del
desarrollo testicular y de las grandes posibilidades de aplicacién en
terapias celulares para el tratamiento de la infertilidad asi como de
trastornos genéticos (Kubota y Brinster, 2006; Kulibin y Malonina 2023),
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en este trabajo presentamos una serie de metodologias que permiten
aislar y cultivar las células germinales del testiculo de ratén, evaluando el
potencial de proliferacién y diferenciacién de las células madre de
espermatogonias.

El cultivo primario de las células germinales de testiculo de raton se
estableci6 de manera eficaz utilizando la técnica de disgregacion
enzimatica con la enzima Tripsina combinada con el agente quelante
EDTA. Las condiciones brindadas a las células cultivadas en monocapa,
permitieron la proliferacion y mantenimiento del potencial de
diferenciacion de las células tipo espermatogonias.

El cultivo primario presenté una heterogeneidad celular, la cual es
dependiente de las caracteristicas intrinsecas del tejido testicular. Se
pudo apreciar la presencia de diferentes fenotipos, entre ellos se
observaron células de la linea germinal como espermatogonias y
espermatocitos, ademas de células somaticas como las células de Sertoli
y mioides peritubulares, estas ultimas tienen caracteristicas de células
musculares, con morfologia alargada tipo fusiforme con un nucleo central
de manera similar como se presenta in vivo (Vivas, 2007), esta
morfologia pudo ser apreciada en todos los cultivos primarios
establecidos, aunque en una baja proporcién con respecto a los otros
tipos celulares observados.

En relacion a las células espermatogonias tipo A conocidas como las
células madre de la linea germinal masculina, las SSCs y su morfologia
han sido descritas como células redondeadas con el ntucleo ovoide
prominente con cromatina que abarca la mayor parte de la célula (Ross y
Pawlina, 2007) ademas presentan un citoplasma escaso (Izadyar y col,
2003; Tu y col.,, 2007). En nuestro trabajo se logré obtener células con la
morfologia descrita por estos autores, sin embargo, en los cultivos no es
posible diferenciar los diversos tipos de SSCs bajo el microscopio de
contraste de fases, ya que los cambios morfologicos entre las diferentes
poblaciones de espermatogonias tipo A no son muy marcados y en la
actualidad no se conocen marcadores especificos que permitan
diferenciar inequivocamente cada una de ellas (Nagano, 2011).

Los tipos celulares de la linea espermatogénica encontrados en los
primeros dias del cultivo primario como se ha mencionado fueron las SSCs y
los espermatocitos, la ausencia de los otros fenotipos como espermatidas y
espermatozoides, se debe a que el material biolégico utilizado para el
establecimiento del cultivo primario fue ratones neonatos de aproximadamente
20 dias de nacido, segiin investigaciones anteriores hay evidencia de que a los
14 dias después del nacimiento del ratén, la poblacion de las células
germinales testiculares estad constituida sélo por SSCs y espermatocitos
(Bellvé y col., 1977; De Rooij y col.,, 2008), ademas Nagano y col. (2003)
reportaron la ausencia de espermatidas en ratones de 18 dias de nacidos,
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lo que es de relevante importancia en este trabajo para estudiar la
caracterizacion y la diferenciacion de las SSCs in vitro. Las variantes
inherentes a las propiedades biolégicas como la edad de los ratones,
tienen importantes efectos en el cultivo, pues se ha demostrado que los
cultivos de SSCs tienen mayor éxito cuando las células son de testiculo
de ratoén recién nacido (Brinster y Zimmermann, 1994).

En cuanto al comportamiento de los diferentes tipos celulares en el
cultivo en monocapa, se observo que al inicio del establecimiento muchas
células somaticas se adhieren al sustrato a los primeros dias de cultivo
formando una monocapa celular, pero un nimero importante de células
germinales que se distinguen por su morfologia y tamafio se mantuvieron
flotantes en el cultivo, después de ser incubadas 3 dias, unas pocas
células germinales lograron adherirse al sustrato y la mayoria de ellas
sobre la monocapa de células somaticas adherentes, estas observaciones
concuerdan con lo reportado por Kanatsu-Shinohara y col. (2003).
Algunos autores han publicado que las SSCs pueden proliferar en suspension,
pero su proliferacién es mas activa cuando se encuentran conectadas a una
matriz o a una capa de cé€lulas alimentadoras o “feeder layer” (Tu y col, 2007;
Kanatsu- Shinohara y col, 2010; Kossack y col, 2009).

Luego de la adhesién de las SSCs a la monocapa de células somaticas,
algunas de ellas se mantuvieron aisladas como células individuales y la
mayoria se agruparon formando diferentes tipos de colonias que
aumentaron de tamano al transcurrir los dias de cultivo, unas células se
alinearon una al lado de la otra formando hileras y otras formaron
agregado celulares tipo globular, el mismo comportamiento fue reportado
por Koruji y col. (2007), quienes aislaron y purificaron los diferentes tipos
celulares de testiculo de ratéon, y observaron la formacién de agregados
tipo globular de SSCs, al sembrar estas células germinales
indiferenciadas sobre una monocapa confluente de células de Sertoli. En
cuanto a las colonias en hilera, esta agrupacién celular se ha observado
al cultivar las SSCs de testiculo de ratén sobre una “feeder layer” en
presencia de factores de crecimiento como GDNF, GFRal soluble y FGF2,
ademas se forman agregados celulares tipo globular (Yeh y col., 2007).

Las colonias las SSCs se conectan a través de puentes citoplasmaticos
constituyendo un sincitio, pudiéndose comunicar entre ellas y sincronizar
su desarrollo, estos puentes mencionados pueden indicar una citocinesis
incompleta de las SSCs, y probablemente tienen como funcién facilitar
interacciones bioquimicas que permitan la maduracién sincrénica de las
células de la linea germinal (Eynard y col., 2008).

Los estudios morfolégicos de las células se realizaron a través de
coloraciones de rutina Hematoxilina-Eosina y May-Grinwald-Giemsa.
Las SSCs se tifien intensamente con ambas coloraciones mostrando sus
caracteristicas tipicas, es decir, el niicleo ovoide prominente se muestra

206



Colmenares y col.: Cultivo primario de células germinales

intensamente basoéfilo ocupando la mayor parte de las células con el
citoplasma tenido levemente, las conexiones citoplasmaticas que
conectan a las SSCs se observa claramente con la coloracion May-
Grunwald-Giemsa, estas caracteristicas histologicas han sido reportadas por
Izadyar y col (2003). En los cultivos de 18 dias coloreados con Hematoxilina-
Eosina se pudo apreciar la presencia de otra morfologia celular similar las de
SSCs, pero con modificaciones en el citoplasma; estas células se observaron
un poco alargadas, mostrando una transformacién estructural de las células
en donde pudieran estar ocurriendo cambios a nivel de la organizaciéon celular,
esto nos permite presumir una diferenciacion de las SSCs hacia espermatidas.

Algunos investigadores han sefialado el uso de determinaciones
histoquimicas como el PAS y la Lectina DBA para caracterizar las células del
linaje espermatogénico, ellos sugieren que tanto el reactivo de Schiff (Chang y
col.,, 2001; Aguilar y col, 2004) como la Lectina DBA (Izadyar y col.,, 2002) son
marcadores especificos de las células del linaje espermatogénico.

Posteriormente en el 2007 se pudo determinar que esta lectina DBA
puede ser un marcador util para caracterizar las células madre
embrionarias, ya que reconoce epitopos de a-N-Acetil-D-Galactosamina
en la superficie de estas células, los cuales van disminuyendo a medida
que se diferencian, por esto los autores proponen que la DBA como un
marcador de diferenciacion que puede predecir la potencialidad del
desarrollo (Nash y col., 2007).

Con la coloracion PAS también se pueden distinguir las células
espermatogénicas, siendo utilizada en otros estudios para comprobar el
estado normal de los tubulos seminiferos como en el trabajo realizado por
Shawki en el afio 2018.

Las diferentes intensidades de reacciéon y de marcaje descritas
anteriormente nos hacen suponer que las células espermatogénicas
presentes en los cultivos de células de testiculo de ratén se encontraban
en diferentes estadios del proceso de espermatogénesis, ademas con estas
determinaciones se pudo evidenciar con mayor exactitud las diferencias
morfolégicas entre las células de linea germinal masculina.

Las células de Sertoli, in vivo, han sido descritas como células
cilindricas con prolongaciones apicales y laterales extensas (Ross y
Pawlina, 2007), en cultivo, han sido identificadas con el anticuerpo
vimentina (Lu y col., 2020) y se ha sefialado que estas células no tienen
una morfologia definida aunque se observan de gran tamano con grandes
extensiones citoplasmaticas (Izadyar y col, 2003), en nuestro trabajo
también se observé esta morfologia y se pudo evidenciar, ademas la
presencia de uno o dos nucleos con grandes nucléolos en estas células,
siendo negativas a la reaccién del PAS de la misma forma que no se
marcaron con la histoquimica de Lectina.
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Cuando las SSCs y las células de Sertoli estuvieron en contacto se
comenzaron a desarrollar las colonias, por lo que al parecer se creé un
nicho que favorece su desarrollo, lo que se traduce en que las SSCs
necesitan contacto especifico con las células de Sertoli en el cultivo. Esta
interacciéon entre las células de Sertoli y las células espermatogénicas es
crucial, los factores de crecimiento y citoquinas secretadas por estas
células somaticas en la monocapa influyen en la supervivencia de las
SSCs indiferenciadas y proporciona un microambiente para la
proliferacion, formacién de colonias y la diferenciacién con lo que se
explica la importancia que tienen estas células en el éxito del cultivo de
las células espermatogénicas. Se ha sefialado que uno de los factores
secretado por las células de Sertoli es el GDNF, que estimula las SSCs
indiferenciadas, probablemente es el factor de crecimiento mas
importante que interviene en la regulacién, proliferacion y simultanea
autorenovacion de las SSCs (Caires y col, 2010; Meng y col., 2000).
Recientemente se determiné que el factor de células madre (SCF)
producido especificamente por las células de Sertoli es esencial para la
espermatogénesis (Peng y col., 2023).

Las células somaticas adheridas al sustrato, compuestas principalmente
por células de Sertoli y mioides peritubulares, juegan un papel importante en
la proliferacion de las SSCs en cultivo, ya que apoya la proliferacion y
diferenciacion de las células germinales. Las células de Sertoli segregan
diversos factores que contribuyen al mantenimiento, proliferacion y
diferenciacion de las SSCs, con lo que se explica la importancia que tienen
estas células en el éxito del cultivo de SSCs. Se han estudiado los efectos de
factores como GDNF, GFRal y bFGF por separado en cultivos de SSCs de
ratén sobre una “feeder layer” con un medio libre de suero, determinando
que la presencia del factor de crecimiento GDNF contribuye a la formacién de
agregados celulares tipo globular, mientras que la ausencia de este factor en el
cultivo produce una disminucién del ntimero de SSCs en el cultivo, este
estudio determina la importancia que tiene la presencia de este factor
segregado por las células de Sertoli adheridas al sustrato formando una
monocapa confluente en nuestro estudio (Kubota y col., 2004).

Algunas células mioides peritubulares se encontraron en el cultivo;
estas células, in vivo, se encuentran en la lamina de la membrana basal
rodeando los tuibulos seminiferos, y contienen elementos contractiles que
generan ondas peristalticas a lo largo de los tubulos para transportar los
espermatozoides inmoviles a la red testicular y al epididimo. Las células
peritubulares soportan la proliferacion de las células de Sertoli en el
cultivo sin la adicién de factores, segin lo reportado por Schlatt y col.
(1996). Estos dos tipos celulares en el cultivo, se asemejan al
compartimiento tubular in vivo, y de esta forma contribuyen a la
proliferacion de las SSCs in vitro, simulando las condiciones
microambientales o nicho en el que se encuentran las células germinales
de testiculos de ratén en el organismo.
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En los cultivos de células de testiculo de raton se llevé a cabo el
proceso de diferenciacién espontanea de las células SSCs hacia
espermatidas, evidenciandose una serie de cambios morfolégicos que van
desde una morfologia redondeada caracteristicas de las espermatogonias
tempranas a una morfologia alargada, esto se pudo corroborar con las
técnicas histoquimicas mencionadas que ademas de identificar la
morfologia como células germinales masculinas, de acuerdo al marcaje
con la Lectina DBA y la reaccién positivamente con el PAS. Ademas se
pudo apreciar en estas células una morfologia alargada con un ntcleo
ovoide desplazado hacia un extremo de la célula y el citoplasma con una
extension en el extremo opuesto al nucleo, similar al fenotipo de las
espermatidas en transformaciéon, también se evidencié en nuestros
resultados la presencia de vesiculas muy cercanas al ntucleo de estas
células que se asemeja a la vesicula acrosomal, este es un rasgo
caracteristico de las espermatidas durante la espermiogénesis (Nagao y
col, 1989; Lassalle y col., 1999; Izadyar y col., 2003).

Otro rasgo importante en la diferenciacion de estas células en la
alineacion de las células espermatogénicas, en nuestros resultados se
puede evidenciar esta disposicién y se observa ademas que las células en la
colonia presentan diferencias morfologicas, las células alineadas van desde
SSCs redondeadas con un ntcleo prominente y escaso citoplasma, seguido de
espermatocitos con mayor proporciéon de citoplasma y por ultimo en un
extremo de la hilera se observan las espermatidas con su morfologia alargada,
todas interactuando a través de conexiones citoplasmaticas, esto concuerda
con lo reportado por Yeh y col (2007), quienes aseguran que estas alineaciones
de las células espermatogénicas es el tipico comportamiento de la
diferenciacién de las SSCs en cultivo, pues en las condiciones in vivo, las
células espermatogénicas tienen una distribucién especifica en los
tubulos seminiferos, en donde las células menos diferenciadas se ubican
en la membrana basal y a medida que se van diferenciando se van
alejando de esta y se acercan al lumen del tabulo.

La diferenciacion espontanea observada en el cultivo, sin anadir
factores inductores conocidos pudo deberse a los diversos factores que
contiene el SFB, el suero tiene efectos positivos sobre las SSCs en el
cultivo y se ha demostrado que la proporciéon de las células cultivadas en
presencia de suero es mayor que en su ausencia (Nagano, 2011). Por otro
lado, investigadores sugieren que el destino de las SSCs, in vitro, puede
estar influenciado por factores brindados en el microambiente, como los
factores presentes en el suero (Kanatsu-Shinohara y col., 2010).

El uso de este sistema de cultivo en monocapa, ha brindado la posibilidad
de simular de alguna manera las condiciones in vivo, permitiendo retener las
funciones para mantener la capacidad de autorrenovacion, proliferacion y su
potencial de diferenciaciéon de las SSCs lo cual resulta importante en la
induccion de la expresion de un fenotipo.
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Se ha sefialado que las células madre espermatogénicas y su linaje
tienen muchos rasgos comunes entre diferentes especies de mamiferos,
primates, raton y humano. Para poder extrapolar las tecnologias de
cultivo y llevarlas a una aplicacién clinica en el humano es esencial
investigar las similitudes y diferencias entre los diversos modelos
estudiados (Fayomiy Orwig, 2018).
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