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RESUMEN

La proteina SOX9, producto de la expresion del gen SOX9, actia como factor de
transcripcion, indispensable para la diferenciacion de la génada en los mamiferos.
Se expresa en las células precursoras de Sertoli en la gonada fetal y permanece
expresandose en las células de Sertoli durante el resto de la vida del animal.
Aunque conocemos el papel del gen SOX9 al inicio de la diferenciacion sexual de
la gbnada de los mamiferos, su funcion en la etapa postnatal del testiculo no se ha
descrito. Considerando los bien establecidos niveles hormonales de la rata en las
etapas infantil, paber y adulta, asi como la intima asociacién anatomica y funcional
existente entre las células germinales y las de Sertoli durante la
espermatogénesis, consideramos de interés estudiar el patron y los niveles de
expresion de SOX9 en las células de Sertoli en presencia y ausencia de la linea
germinal en etapas criticas del desarrollo postnatal. En el presente trabajo
estudiamos el patron de expresion de la proteina SOX9 en ratas esterilizadas con
busulfan y lo comparamos con el de animales normales en diferentes etapas de la
vida postnatal. Empleando la técnica de inmunofluorescencia con microscopia
confocal, no detectamos diferencias cualitativas en la expresion de la proteina
SOX9 en los nucleos de las células de Sertoli en las etapas infantil, prepuber,
puber y adultas. Ademas, comparando la expresion de SOX9 en células de Sertoli
de tubos seminiferos privados de la linea germinal, tampoco encontramos
diferencias con su expresion en los animales no esterilizados en las diferentes
etapas del desarrollo de las ratas estériles. No obstante, con la técnica de RT-
PCR, si observamos que los transcritos de SOX9 se expresan en niveles menores
en testiculos estériles comparados con sus contrapartes normales. Nuestros
resultados sugieren que la presencia de las células germinales en los tubos
seminiferos influye sobre los niveles de transcripcidon de SOX9; sin embargo, la
permanencia de la proteina SOX9 en los ndcleos de Sertoli normales y
experimentales, indica la autonomia de su regulacion y su importante papel en el
mantenimiento del estado diferenciado de las células de Sertoli en los testiculos

de la rata.



INTRODUCCION

DESARROLLO DEL TESTICULO

La diferenciacion sexual asegura la perpetuacion de las especies con
reproduccion sexual. Considerada como proceso biologico, la diferenciacion
sexual implica el desarrollo de dos tipos de individuos: macho o hembra, cuyo fin
altimo es producir dos tipos de células: espermatozoides u Ovulos,
respectivamente, capaces de fusionarse sumando su genoma para generar un
nuevo individuo. Asimismo, los individuos desarrollan el fenotipo y comportamiento
correspondiente a cada sexo que garantiza la reproduccién sexual.

Durante el desarrollo de los mamiferos, existen tres procesos sucesivos
conducentes a la diferenciacion sexual del individuo:

1. Etapa cromosomica. Es el establecimiento del sexo cromosémico en el

momento de la fecundacion (XX 6 XY).

2. Etapa gonadal. Se refiere al desarrollo de la génada indiferenciada hacia
ovario o testiculo.

3. Etapa fenotipica. Es la diferenciacion de los genitales internos y externos,
femeninos o masculinos, debido a la secrecion y accion de varias hormonas
por parte de la génada fetal masculina.

El periodo indiferenciado de la gbénada corresponde a la colonizacién de la
cresta gonadal por parte de las Células Germinales Primordiales (CGP), cuando
esto ocurre, las células somaticas inician un proceso de proliferacion que dara
origen a los elementos histoldgicos precursores del ovario o testiculo, segun sea el
caso. Una vez que las CGP estan en la region urogenital, son rodeadas por
células mesenquimatosas y mesoteliales. Estos eventos dan origen al blastema
gonadal, también llamado primordio gonadal, situado en la parte ventral del
mesonefros.

Durante la diferenciacién sexual de la génada se deben considerar dos
aspectos: la histogénesis de las células somaticas y la diferenciacién de las
células germinales primordiales. A partir del blastema gonadal se diferencian dos

tejidos: los cordones sexuales, que son arreglos epiteliales delimitados por una



lamina basal en cuyo interior se alojan células somaticas y CGP; y el tejido
estromatico que dara origen al tejido conectivo, vasos sanguineos y tejido
intersticial esteroidogénico, este ultimo esta representado por las células de Leydig
en el caso del testiculo; y en el ovario por las células de la teca (Swain & Lovell-
Badge, 1999). Las células somaticas se pueden desarrollar en células de soporte
qgue daran origen a las células de Sertoli si se encuentran en testiculo o en células
de la granulosa, si se encuentran en ovario.

Aunque al inicio del desarrollo de la gonada es imposible diferenciar
morfologicamente una gonada masculina de una femenina, a nivel molecular ya
existen diferencias en la génada de los machos genéticos. En mamiferos los
primeros cambios morfologicos ocurren en los individuos genéticamente machos.
Los eventos iniciales se observan en diferentes edades segun la especie
considerada; la diferenciacion estructural de la gonada en la rata se inicia a los
13.5 dias post coito.

Durante el desarrollo de la gbénada ocurre una interaccion entre dos lineas
celulares: las CGP, futuras células sexuales, y las células somaéticas, el resto de
las células que conforman la gbnada. Desde etapas muy tempranas del desarrollo,
las CGP establecen relaciones con las células somaticas, las mismas que
posteriormente unirdan a las células espermatogénicas con las células de Sertoli y
a los ovocitos con las células foliculares (Zamboni y Merchant, 1973).

La diferenciacién del testiculo se caracteriza por tres eventos consecutivos:

1. Comienza por la individualizaciéon de los tubulos seminiferos (cordones
seminiferos), derivados de los cordones epiteliales del epitelio celomico y
del blastema gonadal, en cuyo interior se diferencian y multiplican las
células de Sertoli que proceden del epitelio celémico del primordio gonadal,
guedando las células germinales englobadas en su interior, éstas a su vez,
expresan genes responsables de la diferenciacion de otros linajes celulares
de la gbnada.

2. Diferenciacion de las células de Leydig productoras de esteroides en el
compartimiento externo, en asociacion cercana con los vasos sanguineos y

linfaticos.



3. Los testiculos incrementan su tamafo y comienzan a redondearse.

El primer signo morfolégico por el cual una goénada en diferenciacion puede
reconocerse como testiculo es el empaquetamiento de las células germinales y
somaticas en cordones testiculares. Las células sométicas que forman parte de los
cordones son las células de Sertoli, mientras que las células germinales son las
futuras espermatogonias. Este empaquetamiento es muy estrecho, con espacios
intercelulares muy angostos. Hacia la periferia de los cordones las células de
Sertoli comienzan a aplanarse y se forma la lamina basal. A lo largo de la
diferenciacion los cordones permanecen en conexion con la parte basal de la
masa celular mesonéfrica, esta masa se transforma gradualmente en una red de
cordones, la rete testis. La vascularizacion de los testiculos en desarrollo
comienza cuando se forman los cordones testiculares; en la rata fetal, los
cordones testiculares estdn completamente diferenciados antes de que se
establezca la vascularizacion (Merchant, 1976). Tan pronto como las CGP se
establecen en la génada, estas son envueltas en compartimientos especificos en
donde su proliferacion y diferenciacion son reguladas por las células somaticas
que las rodean. A la edad de 13.5 dpc hay cerca de 25, 000 células y el
crecimiento de las células germinales tanto masculinas como femeninas se
detiene, las hembras inmediatamente entran en la profase de la primera division
meiotica, mientras que las células masculinas se detienen y entran en la fase GO
del ciclo celular hasta el momento del nacimiento, cuando las espermatogonias
reanudan la mitosis (De Felici & McLaren, 1983).

La diferenciacion de los cordones testiculares ocurre rapidamente, en la rata
toma Unicamente 24 horas (Magre, 1980). Se han realizado experimentos en los
que se eliminan las células germinales por medio de radiacion (Mintz, 1959) o
mediante tratamientos con busulfan (Merchant, 1975), y sus resultados muestran
que a pesar de la ausencia de células germinales, la formacion de cordones
testiculares se lleva a cabo, por lo que las células germinales parecen no ser

necesarias para su formacion.



CELULAS DE SERTOLI

En roedores estas células soélo proliferan durante la vida fetal (Walker, 2003) y
llegan a ocupar aproximadamente el 18% del volumen total del epitelio seminifero
de ratas adultas (Wong et al., 1983). Durante las etapas tempranas de
diferenciacion la forma de las células es columnar, gradualmente aumentan de
tamafio y se vuelven mas irregulares. Es por esto que su forma ha sido
comparada con la de un arbol cuyo tronco descansa sobre la ldmina basal del tubo
seminifero, extendiéndose hacia el lumen; de la superficie lateral y apical hay un
despliegue de extensiones citoplasmicas delgadas que se extienden entre una y
otra envolviendo a las células germinales, simulando las ramas y hojas del arbol
(Elftman, 1963). La porcion apical de las células bordea la luz tubular mientras que
en la zona basal del tubo seminifero las membranas plasmaticas de las células de
Sertoli vecinas, que se hallan acomodadas en hilera, forman uniones entre si que
constituyen la base estructural de la barrera hematotesticular en el testiculo adulto
(Gilula et al., 1976).

La barrera hematotesticular se forma a los 15-18 dias de edad en la rata y
esta constituida por uniones estrechas presentes entre las células de Sertoli; esta
barrera crea dos compartimientos en el epitelio (Dym et al., 1970), el primero es el
llamado compartimiento basal, donde residen las espermatogonias Yy
espermatocitos primarios jovenes (preleptoteno) éstos, a diferencia de otras
células dentro del tubo, tienen libre acceso a los nutrientes de los sistemas
linfatico y vascular. El otro compartimiento se conoce como adluminal, alli se
encuentran espermatocitos mas avanzados (leptoteno y zigoteno) y esperméatidas
en varios estadios de espermatogénesis y espermiogénesis (Russell, 1980).

La barrera hematotesticular realiza diversas funciones:

A. Se encarga de establecer un ambiente enddcrino-metabdlico especializado
para el desarrollo y movimiento de las células germinales. Es decir, las
células de Sertoli sintetizan, secretan y liberan productos esenciales para el
crecimiento y diferenciacion de las células germinales (Mather et al., 1983).
Estos productos incluyen aminoacidos, carbohidratos, lipidos, iones

metalicos y vitaminas.



B. Regula el movimiento de productos como nutrientes, deshechos, y otros
solutos, tanto dentro como fuera del epitelio seminifero (Madara, 1998).

C. Crea una barrera inmunoldgica, asegurando que el sistema inmune del
organismo no reconozca antigenos Unicos presentes en la superficie de las
células germinales haploides, esta funcion evita que el organismo se
inmunice contra sus propios espermatozoides.

La relacion entre las células germinales y las células de Sertoli es obligatoria
en el desarrollo testicular y durante las espermatogénesis (McLaren, 1988). Las
células de Sertoli pueden influenciar la formacion de testiculos en el embrion y la
espermatogénesis en el adulto, regulando el ambiente inmediato de las células
germinales en desarrollo; las células de Sertoli se organizan de tal forma que
pueden mantener contacto fisico con las células germinales, en este contacto se
han observado moléculas de cadherina-N sobre ambas superficies celulares
(Newton et al., 1993). Estas células, también llamadas “nodrizas”, logran
acordonar poblaciones completas de células germinales en compartimientos con
ambientes distintos dentro del mismo epitelio seminifero; también pueden regular
el entorno bioquimico de las células germinales, aunque hay que notar que la
regulacion del ambiente dentro de los tubos seminiferos es una responsabilidad
compartida por las células de Sertoli y las germinales residentes (Griswold, 1998).

Las células de Sertoli proporcionan apoyo a las células germinales en
desarrollo dentro del epitelio seminifero participando directamente en la
modificacion de componentes de la matriz extracelular que permiten la formacion
de uniones celulares especializadas. Otra caracteristica interesante de estas
células es su citoesqueleto bien desarrollado, el cual es responsable de la
organizacion colectiva del epitelio seminifero (Mruk & Cheng, 2004).

Las células germinales son indirectamente influenciadas por factores
producidos por las células de Sertoli. La FSH y los androgenos son hormonas que
actlan a través de estas células. Las células de Sertoli también son receptoras de
estimulos endocrinos (FSH) y paracrinos procedentes de las células de Leydig, de

las células mioides peritubulares y de las células germinales.



ESPERMATOGENESIS
La espermatogénesis es un proceso eficiente e indispensable para la continuacion
de las especies con reproduccidon sexual mediante el cual se producen
espermatozoides maduros a partir de células germinales primordiales, tiene lugar
en los tubos seminiferos del testiculo. Los eventos bioquimicos, moleculares y
celulares que ocurren durante la espermatogénesis estan bajo el control endocrino
del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada, es decir que es regulado por medio de
mensajeros hormonales y por la comunicacion celular que existe entre las células
germinales en desarrollo y las células de Sertoli. En testiculos inmaduros, la
hormona foliculo estimulante (FSH) es esencial para el inicio y el mantenimiento
de la espermatogénesis mientras que en testiculos adultos, apoya la funcion de
las células de Sertoli. La espermatogénesis se caracteriza por ser uno de los
sistemas de ‘“auto-renovacion” celular méas productivos; en la rata, una
espermatogonia es tedricamente capaz de producir 4096 espermatozoides,
aungue la muerte celular que ocurre durante el proceso reduce substancialmente
la produccién final (Franca, 1998).

Durante el ciclo del epitelio seminifero, las células que provienen de una
sola espermatogonia del tipo A estan unidas por puentes citoplasmicos y
constituyen un sincicio, pueden comunicarse entre ellas y sincronizar su
desarrollo; esto da lugar a las etapas del ciclo del epitelio seminifero, las cuales se
pueden reconocer por la morfologia del grado de desarrollo del acrosoma vy el
nacleo de la espermatida. En la rata existen 14 posibilidades de asociacion entre
las células en desarrollo, que ocurre en un tiempo y lugar especifico (Leblond &
Clermont, 1952). EIl andlisis de un corte transversal de un solo tubulo seminifero
revela que en el mismo tdbulo se encuentra, a distancias regulares, el mismo
estadio del tejido germinal. La distancia entre dos estados iguales se conoce como
secuencia o ciclo del epitelio seminifero. Junto a las células de Sertoli se
desarrollan varias generaciones de células germinales en el tubulo seminifero, una
generacion se define como un grupo de células en aproximadamente el mismo

estado de desarrollo. Las distintas generaciones celulares evolucionan



sincronicamente, agrupadas en asociaciones celulares de composicibn mas o
menos fija que constituyen los estados del ciclo, que son subdivisiones artificiales.

La espermatogénesis se puede subdividir en 3 fases principales: 1.
proliferacion de espermatogonias o fase mitética, 2. formacion de espermatocitos
o fase meidtica y 3. espermiogénesis, un proceso morfolégico que convierte las
espermatidas haploides en espermatozoides (Leblond & Clermont, 1952).

En el interior de los tubulos seminiferos, los espermatozoides inician el
proceso como espermatogonias, éstas residen en el exterior de la barrera
hematotesticular y al experimentar mitosis se convierten en espermatogonias tipo
A o tipo B. Las espermatogonias tipo A permanecen como espermatogonias y no
cambian; actian como células progenitoras y se dividiran de nuevo para producir
mas células tipo A y B. Las espermatogonias tipo B (diploide) se diferencian como
espermatocitos primarios (espermatocitos en preleptoteno y leptoteno), éstos
migran del compartimiento basal hacia el compartimiento adluminal del epitelio
seminifero, atravesando la barrera hematotesticular. Los espermatocitos primarios
sufren una primera divisibn meidtica para convertirse en espermatocitos
secundarios, los cuales, bajo una segunda division meidtica se transforman en
espermatidas haploides, es decir que a partir de una espermatogonia tipo B se
originan ocho esperméatidas, esta fase ocurre en el compartimiento adluminal.
Finalmente, ocurre la espermiogénesis donde las espermatidas. que en un inicio
son células de forma redondeada, sufren una serie de cambios como la
condensacion nuclear hasta convertirse en espermatozoides maduros; a
continuacion son liberados en el lumen del tubo seminifero por donde viajan hasta
el epididimo para continuar alli su proceso de maduracion (Clermont, 1972;
Rossen, 1962).

Durante todo el proceso de espermatogénesis es esencial la presencia de
las células de Sertoli, ya que brindan el ambiente adecuado y el sostén para el
desarrollo de las células espermaticas, el movimiento hacia el lumen del tubo
seminifero, asi como su desarrollo hasta que maduran y son liberadas. En los
mamiferos el tiempo que se requiere para completar la espermatogénesis es

variable, en cada especie tiene una duracién Unica e inalterable. En la rata el ciclo



dura 12.9 dias, de la etapa | a la etapa XIV (Clermont & Harvey, 1965); mientras
que en el ratén tiene una duracién de 8.6 dias, de la etapa | a la etapa Xli
(Clermont & Trott, 1969). Uno de los ciclos mas largos es el que desarrollan los
humanos cuya duracion es de 16 dias. Este lapso representa el tiempo necesario
para que una ceélula ascienda un nivel por encima de la célula original en un mapa
del ciclo espermatogénico; en estas representaciones graficas cada etapa se
denota con un nUmero romano Yy contiene asociaciones celulares con

caracteristicas morfologicas bien definidas (Fig. 1).

Fig 1. Representacién grafica de las etapas y la duracion del ciclo del

epitelio seminifero de la rata (Franca et al., 1998).

En todos los tejidos es posible encontrar uniones celulares, éstas son el
medio por el cual las células se comunican entre si y con su ambiente;
considerando sus caracteristicas morfologicas y funcionales se han clasificado en
tres tipos: 1. Uniones de obstruccion u “occluding junctions” (por ejemplo, las
uniones estrechas o “tight junctions” que crean la barrera hematotesticular); 2.
Uniones de anclaje o de adhesion; y 3. Uniones de comunicacién (por ejemplo, las

uniones gap).



Como se menciond anteriormente, a lo largo del proceso de
espermatogénesis, la asociacion entre células germinales de cada etapa de
diferenciacion se mantiene. Ademas existe un contacto con las células que les dan
soporte, las células de Sertoli. Este contacto incluye complejas uniones
especializadas entre las membranas de ambos tipos celulares; incluso en etapas
mas avanzadas de diferenciacion, las células germinales ocupan una cavidad
formada por la invaginacion de la célula de Sertoli (Fig. 2). Se sabe que en estas
células ocurren cambios morfolégicos ciclicos asociados con las diferentes etapas
del ciclo espermatogénico (revisado por Franca, 1998). La célula de Sertoli es la
célula somatica mas cercanamente asociada con el desarrollo de las células
germinales. Debido a la asociacion tan cercana tanto fisica como funcional se
habia pensado que las interacciones entre las células germinales y las células
somaticas controlaban la duracién de los ciclos y la organizacion celular. Para
comprobar esta idea, Franca en 1998 realiz6 trasplantes de células testiculares de
rata en tubulos seminiferos de raton inmunodeficiente; los resultados mostraron
gue en estas condiciones, la espermatogénesis ocurre con los ciclos celulares
caracteristicos de las células germinales de rata, a pesar de recibir el sustento de

las células de Sertoli de raton.

Fig. 2 Seccion de un tubo seminifero de rata
que ilustra la organizacién de las células
testiculares y la estrecha relacibn que
mantienen las células germinales y las células
de Sertoli. S, nicleo de célula de Sertoli; SG,
espermatogonia; PS, espermatocito en
paquiteno; RS, espermatida redondeada; ES,

espermatida alargada (Cheng & Mruk, 2002).
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Durante el proceso de espermatogénesis y como resultado de la cercania
morfologica entre células germinales y células de Sertoli, tiene lugar un gran
namero de interacciones y comunicaciones a nivel bioquimico y molecular entre
estos tipos celulares. En analisis morfométricos realizados en testiculos de rata
adulta, se ha observado que cada célula de Sertoli se encuentra asociada con
aproximadamente 30-50 células germinales en cada etapa del ciclo

espermatogénico (Wong & Russel, 1983; Weber et al., 1983).

Los GENES SRY Y SOX9

El comienzo de la diferenciacién sexual gonadal en los mamiferos es atribuida al
gen determinante del testiculo, SRY, localizado en el brazo corto del cromosoma Y
(del inglés, sex-determining region of the Y chromosome). Este gen se expresa en
el testiculo durante el periodo critico de determinacién sexual (Koopman et al.,
1990). Su identidad se confirmo6 cuando se transfirid un fragmento genémico de 14
kb del Sry a ratones transgénicos XX y se logro inducir el desarrollo masculino
(Koopman et al., 1991). Los estudios en ratones y humanos con constitucién
cromosOmica XY y con deleciones o mutaciones puntuales del gen Sry/SRY,
muestran que estos individuos presentan un fenotipo femenino (Gubbay et al.,
1990; Sinclair et al., 1990). EI SRY codifica para una proteina que contiene un
dominio de unién al DNA denominado caja HMG (grupo de alta movilidad; del
inglés, high-mobility group) (Nasrin et al., 1991). La caja HMG es un dominio de
union al DNA caracteristico de una gran familia de factores de transcripcién y de
las proteinas no histénicas de la cromatina que induce la curvatura de la region del
DNA para que otros dominios del factor se unan (Giese et al., 1992).

Este gen actia como desencadenante de los eventos necesarios para el
desarrollo del testiculo a partir de la gonada indiferenciada; es por lo tanto, el
anico gen ligado al cromosoma Y necesario para el desarrollo de la gonada
masculina. La expresion del gen Sry en raton es muy dindmica: se detecta en la
cresta genital, especificamente en células sométicas de la gonada indiferenciada,
alos 10.5dpcy alos 11.5 dpc pero a los 12.5 dpc sélo se detecta en niveles muy

bajos y desaparece (Koopman et al., 1990). Durante este periodo de
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determinacion sexual pueden observarse ciertos eventos celulares caracteristicos,
incluyendo la proliferacion, diferenciacion y migracion de las células de soporte,
desencadenando la diferenciacién del linaje de células de Sertoli; una vez que
esto ocurre, las células de Sertoli dirigen sucesivamente la diferenciacion del resto
de los tipos celulares en el testiculo. Esta serie de eventos es presuntamente
desencadenada por la actividad de SRY (Canning & Lovell B, 2002). En ausencia
de SRY, las células de soporte dan origen a células foliculares o de la granulosa
en el ovario. Aun no se han identificado los genes blanco de SRY, éste gen debe
estar de alguna forma activando otros genes que estan involucrados en mantener
y definir la identidad de las células de Sertoli; un candidato para llevar a cabo esta
regulacion es SOX9 (Swain & Lovell-B, 1999).

Los genes SOX son reguladores del desarrollo caracterizados por la
presencia de una region altamente conservada entre especies, un dominio de
union a DNA HMG y mas del 50% de homologia con el gen determinante del sexo
SRY. La familia de genes SOX puede subdividirse en doce subgrupos definidos
por homologias adicionales independientes al domino de union al DNA (Bowles et
al., 2000). El subgrupo E de genes SOX consiste en tres miembros: SOX8, SOX9
y SOX10. El gen de este subgrupo estudiado con mayor detalle es SOX9. Se
descubri6 que mutaciones heterocigotas causan Displasia Campomélica en
humanos, un sindrome caracterizado por un desarrollo anormal de los huesos,
letalidad perinatal y otras anormalidades; ademas el 75% de los pacientes que la
padecen presentan disgénesis testicular que conduce a una reversion sexual de
masculino a femenino. (Chaboissier, et al., 2004). Otras caracteristicas de esta
afeccidbn son: paladar agrietado, ausencia de tractos y bulbos olfatorios,
malformaciones renales y cardiacas, pulmones hipoplasticos y caja toracica
estrecha (Lynch et al., 1993).

La importancia de SOX9 en el desarrollo 6seo fue revelada por la
identificacibn de mutaciones en el gen SOX9 en pacientes con displasia
campomeélica. El patron de expresion de SOX9 sugiere que juega un papel en la
cascada condrogénica asi como en el mantenimiento del fenotipo del condrocito.

SOX9 es un factor de transcripcién esencial para la diferenciacién de condrocitos,
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actua como activador transcripcional y como represor de la expresion de genes en
las células condrociticas (Panda et al., 2001); es el principal regulador de la
formacion de cartilago, y puede estar actuando en union con SOX5 y SOX6 en la
regulacion de la condrogénesis (Lefevre et al., 1998). Se ha demostrado que
SOX9 regula la transcripcion del gen de la colagena I, la principal proteina del
cartilago, expresado diferencialmente por los condrocitos de la zona proliferativa
del cartilago de crecimiento.

SOX9 es un gen autosomico involucrado en la formacion del testiculo en
vertebrados. Esta situado en el cromosoma 17g24.1 (Tommerup et al., 1993),
codifica una proteina de 509 aminoacidos con una masa molecular de 56 kDa
(Wagner et al., 1994). Los dominios funcionales incluyen: 1) el motivo de unién a
DNA HMG en la posicion 104-182 que tiene un 71% de similitud con la caja HMG
de SRY. 2) un dominio de transactivacion COOH-terminal en la posicion 402-509
que es rico en SPQ y 3) el C terminal de la proteina tiene una regién rica en
prolina y glutamina similar a los dominios de activacion presentes en algunos
factores de transcripcion.

SOX9, a diferencia de SRY, est4 altamente conservada a lo largo de la
evolucion de los vertebrados. El SOX9 en humanos es 96% idéntico a la proteina
del raton. Se ha considerado a SOX9 como un factor de transcripcion, el dominio
HMG de SOX9, al igual que la de SRY, actua uniéndose a sitios especificos del
DNA para activar la transcripcion de genes blanco. Durante la embriogénesis
SOX9 es esencial en la regulacion del gen de MIS (Sustancia Inhibidora de Muller)
también llamada AMH (Hormona Antimulleriana), la cual se requiere para la
regresion de sistema reproductivo femenino (Shen et al.,, 2002). Durante el
desarrollo embrionario y postnatal de la gbénada, la expresion de SOX9 esta
localizada unicamente en las células de Sertoli, no asi en células de otro linaje,
esta condicion sugiere que SOX9 juega un papel importante en la diferenciacion
de las células de Sertoli y en el mantenimiento de su funcion (Morais da Silva et
al., 1996).

En el raton, el SOX9 se expresa a los 10.5 dpc, antes de la evidente

diferenciacion sexual, la expresion de SOX9 en la cresta urogenital del ratén se
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limita a una débil y difusa banda en la parte lateral de la cresta genital de ambos
sexos. Sin embargo, en esta etapa temprana, la proteina de SOX9 es expresada
células mesenquimaticas vecinas a la incipiente cresta genital (Moreno et al.,
2003). A los 11.5 dpc, la expresion de SOX9 difiere notablemente entre hembras y
machos; en la cresta genital masculina se observa intensamente pero no asi en
las hembras. En la cresta gonadal la proteina SOX9 se detecta inicialmente en las
células precursoras de Sertoli (pre-Sertoli). A los 12.5-13.5 dpc, la expresiéon
comienza a localizarse en los cordones sexuales del testiculo, los cuales, a esta
edad, consisten en células de Sertoli y células germinales. La expresion de SOX9
persiste en la porcidn somatica del testiculo durante la vida adulta. No se detecta
expresion de SOX9 en la cresta genital femenina después de los 10.5 dpc (Morais
da Silva et al., 1996; Kent et al., 1996).

Dado que 1) SOX9 es uno de los primeros genes activados en las génadas
masculinas después de la expresion de SRY, 2) que es expresado en las células
de Sertoli, 3) que se sobrexpresa en los machos y su expresion desaparece en las
hembras, y 4) se asocia con la reversion sexual masculina y funcionalmente puede
sustituir a SRY en ratones transgénicos (Vidal et al., 2001), se piensa que podria
tratarse de uno de los genes importantes para la diferenciacion sexual masculina
cuya expresion esta mediada por SRY. (Cameron et al., 1997; Canning & Lovell-
Badge, 2002).

BUSULFAN. PROPIEDADES QUIMICAS Y BIOLOGICAS.

El busulfan o myleran tiene la denominacion quimica del,4-butanodiol
dimetanosulfonato. Es un agente quelante bifuncional tipo ester que reacciona con
el nitrégeno en posicibn 7 de la guanina e interfiere con la replicacion vy
transcripcion del DNA, permitiendo uniones cruzadas de las cadenas de DNA. El
busulfan pertenece a la clasificacion de los agentes quelantes, llamados asi
porque tienen la habilidad de adicionar grupos alquilo. Son utilizados en el
tratamiento contra el cancer porque retrasan el crecimiento de las células,
deteniendo el crecimiento de los tumores; esto lo logran intercalando guaninas en

las cadenas de DNA lo que hace a las hebras incapaces de desenrollarse y
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separarse, este proceso es necesario en la replicacion del DNA por lo tanto las
células no logran dividirse. El busulfan es absorbido por el tracto gastrointestinal,
metabolizado exclusivamente en el higado y excretado en la orina como acido
metanosulfénico. En altas dosis causa una severa supresion de las células de la
meédula 0sea, causando una prolongada mielosupresion y afectando directamente
las células con alto indice mitético (Guzman et al., 2005).

El busulfan se ha empleado clinicamente desde 1950 como agente
quimioterapéutico, principalmente en el tratamiento de la leucemia granulocitica
(Galton, 1953); tiene actividad citotoxica debida a su capacidad de reaccionar con
el DNA y algunas proteinas (Jackson, 1966). En humanos se le ha relacionado
con padecimientos como disfuncion gonadal, ginecomastia y azoospermia (Galton
et al., 1958). El Busulfan administrado en dosis apropiadas elimina selectivamente
a las células germinales en rata, raton y humano sin causar otras malformaciones
(Bollag, 1954; Hemsworth and Jackson, 1963; Heller and Jones, 1964; en
Merchant-Larios et al., 1979), provoca esterilidad como consecuencia de la
destruccién de las CGP mientras que las células somaticas no son afectadas.

Aun se desconoce la razén de la particular susceptibilidad de las CGP ante
la accion del busulfan, pero se cree que esta relacionada con la proliferacion de
las células y que el busulfan acttda en ciertos puntos del ciclo celular. En estudios
hechos en vivo en varios sistemas de proliferacion celular se ha llegado a la
conclusion de que el busulfan posee cierta selectividad en su actividad citotoxica,
atacando en particular a aquellas células que atraviesan por una etapa temprana
de citodiferenciacién (Elson et al., 1958; Partington et al., 1964; Grimes et al.,
1966; en Merchant-Larios et al., 1979). Se ha establecido que en el caso de la
rata, la destrucciéon de las CGP tiene lugar durante la etapa de migracién, cuando
se localizan fuera de la cresta genital, y cuando se han establecido en esta zona
(Forsberg et al., 1966). A pesar de la ausencia de células germinales, las células
somaticas por si mismas pueden iniciar la proliferaciéon para formar una génada
indiferenciada que posteriormente se diferenciara en testiculo (Merchant, 1975).
Lo anterior indica que los fendmenos morfogenéticos que ocurren durante la

diferenciacion testicular estan controlados por los componentes somaticos de la
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gonada, no asi en el ovario, donde probablemente el desarrollo de las células

somaticas esté controlado por la presencia de células germinales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de los numerosos reportes referentes al papel del gen SOX9 al inicio de la
diferenciacion sexual de la génada de los mamiferos, poco se sabe sobre su
funcién en las células de Sertoli en etapa postnatal del testiculo. En el 2000,
Frojdman et al. estudiaron la expresion de la proteina SOX9 en las células de
Sertoli de la rata postnatal. Encontraron que a los 2 dias, la deteccion es muy débil
pero se incrementa de manera dramatica en las células de Sertoli a partir de los
15 dias después del nacimiento. En ratas adultas, las células de Sertoli
mantuvieron una clara expresion de la proteina SOX9 en la mayoria de las
regiones de los tubulos seminiferos. Sin embargo, los autores describieron que en
algunas zonas, la proteina SOX9 fue apenas detectable. Los resultados sugieren
que la expresion de SOX9 en las células de Sertoli depende de la edad y de la
etapa de maduracion de las células germinales. De manera que los niveles de
expresion de SOX9 pudieran ser regulados por las células germinales y/o por los
niveles hormonales del eje hipotdlamo-hipéfisis-gbnada en las diferentes etapas
del desarrollo postnatal. Desgraciadamente, Frojdman et al. (2000) no identificaron
la etapa del ciclo del tubo seminifero en la que la deteccion de SOX9 fue débil, ni
reportaron sus resultados en términos de las bien establecidas etapas del ciclo del
tubulo seminifero.

Considerando los diferentes niveles hormonales en las etapas infantil, puber
y adulta de la rata, asi como la intima asociacion anatdmica y funcional existente
entre las células de Sertoli y las células germinales, resulta interesante estudiar los
niveles de expresion de SOX9 en las células de Sertoli en presencia y ausencia de
la linea germinal en etapas criticas del desarrollo postnatal. La correlacion de los
resultados entre los animales experimentales y sus controles no tratados, pudiera
sugerir estrategias para conocer el papel funcional de SOX9 en las células de
Sertoli del testiculo postnatal, asi como el papel de las células germinales en la
regulacion de los niveles de expresion tanto del ARN mensajero, como de la
proteina de SOXO9.

17



HIPOTESIS

A. Las células germinales modulan tanto los niveles de transcritos, como la

expresion de la proteina del gen SOX9 en las células de Sertoli de la rata.

B. El SOX9 continta expresandose aun en ausencia de la linea germinal y su

papel es mantener el estado diferenciado de las células de Sertoli.
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OBJETIVO

Comparar los niveles de transcritos de SOX9 y su producto, la proteina SOX9 en
células de Sertoli de tubos seminiferos normales, con los correspondientes niveles
en células de Sertoli de tubos seminiferos depletados de la linea germinal en

diferentes etapas del desarrollo postnatal de la rata.

19



MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Para la realizacion de este proyecto se emplearon ratas de la cepa Wistar
provenientes de la colonia del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los
animales se mantuvieron en cajas con una cama de aserrin dentro de las salas del
bioterio del 1IB bajo condiciones controladas de temperatura y con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas. Tuvieron acceso a agua y alimento ad libitum. Se utilizaron
12 hembras en edad reproductiva que presentaran caracteristicas morfométricas
similares entre si. Cada una se cruzd durante la etapa de estro con un macho
adulto. La cépula fue confirmada mediante registro visual; el dia del apareamiento

se considera el dia 0 de la gestacion.

TRATAMIENTO DE RATAS PRENADAS

El busulfan (1,4- Butanediol dimmethanesulfonato) [Fluka (Chemika)] con formula
quimica CgH1406S; fue disuelto para su administracién en DMSO (dimetilsulfoxido)
y agua inyectable estéril (50:50) en bafo de flotacion a 80°C. Para la inyeccion se
emplearon jeringas desechables con aguja de 23x25 mm. Las ratas gestantes se
dividieron al azar en dos grupos, un grupo “experimental” y un grupo “control” (n=6
cada uno). A las ratas del grupo experimental se les administrd una dosis
(10mg/kg de peso corporal) de busulfan/DMSO por via intraperitoneal en el dia 14
de gestacion. A las ratas del grupo control se les administré via intraperitoneal
unicamente el vehiculo (DMSO/agua inyectable 50%) a los 14 dias de gestacion.
Las ratas parieron a los 21-23 dias de gestacion y para continuar con el
experimento solo se conservaron las crias macho las cuales permanecieron con

su madre.

MUESTREO
Se utilizaron ratas macho de 2, 16, 21, 30, 40, 50 y 63 dia post parto (dpp). Las
ratas fueron anestesiadas con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital

sodico (dosis: 1 ml/kg de peso corporal). Se realizé una incision transversal en la
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region abdominal de cada macho con el fin de exponer los testiculos. Estos se
disectaron cuidadosamente y se sumergieron en buffer de fosfatos (PBS pH 7.4
filtrado con un tamafo de poro de 0.45 uM) en H,O con DEPC mantenido en frio
para retirar la tunica albuginea y el epididimo. Los testiculos se cortaron en
fragmentos pequenos los cuales se distribuyeron en tubos para su congelacién en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -75°C para su posterior procesamiento para
RT-PCR. Otros fragmentos del mismo testiculo se fijaron en paraformaldehido
(PFA) 4% en PBS mantenido en frio para su posterior procesamiento para
inmunohistoquimica de fluorescencia. Los fragmentos restantes se fijaron en una
solucion de Karnovsky pH 7.2 (Karnovsky, 1965) para su procesamiento posterior
de microscopia de luz.

Los individuos de 40, 50 y 63 dias de edad de ambos grupos, se
perfundieron via intracardiaca con solucion de NaCl 0.9%, seguida de una
solucion de PFA 4% en PBS. Después de la perfusion, cada testiculo se extrajo
con la técnica ya descrita y se mantuvo en la solucién fijadora de PFA 4% durante

15 minutos.

INCLUSION EN EPON

Los fragmentos de testiculo separados para microscopia de luz se fijaron en buffer
de Karnovsky pH 7.2 durante una hora, después se lavaron con buffer de
cacodilato de sodio 0.1M por una hora, se post-fijaron una hora en solucion de
tetroxido de Osmio 1% OsO4 en buffer de Zetterqvist (Zetterqvist, 1956) para
después deshidratarlos en alcoholes a concentraciones crecientes (70, 80, 90, 95
y 100%) e incluirlos en Epon 812. Se obtuvieron cortes semifinos de 0.5 ym de
espesor con ultramicrotomo (Reichert Ultracuts, Leica) y se tifieron con azul de
toluidina 0.5%.

INMUNOFLUORESCENCIA
Los tejidos testiculares se fijaron en PFA 4% durante 15 minutos y se lavaron con
PBS por 5 minutos. A continuacion se guardaron en una solucién de sacarosa al

30% en PBS a una temperatura de 4°C durante toda la noche. Posteriormente los
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tejidos se incluyeron en medio O.C.T. (Tissue-Tek) en capsulas Beem evitando la
presencia de medio y de burbujas, una vez orientados dentro de la capsula éstas
se congelaron a -70°C. Se realizaron cortes de diferentes zonas de un mismo
testiculo de 10um de espesor en un criostato (Leica) a una temperatura de -18°C,
y se montaron en portaobjetos cubiertos con Poly-L-Lysina (SIGMA). Los cortes se
delimitaron con un lapiz hidrofébico para inmunohistoquimica (DAKO). Las
laminillas con los cortes se introdujeron en una campana de vacio durante una
hora a temperatura ambiente (T/A). Las laminillas se colocaron dentro de una
camara humeda, ahi se realizé un lavado con PBS durante 10 minutos para
eliminar el Tissue-Tek; se permeabilizé el tejido con Triton X-100 al 1% en PBS
por 10 minutos, seguido de un lavado de 5 minutos con PBS; después se
incubaron con una solucién de bloqueo elaborada con albumina bovina (SIGMA) al
1% en PBS durante 2 horas, todo esto se realiz6 a temperatura ambiente. Se
incubd con un anticuerpo primario policlonal contra SOX9 hecho en conejo (diluido
1:250 en la solucion de bloqueo) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se
hicieron 5 lavados con PBS de 5 minutos cada uno; posteriormente las laminillas
se incubaron con el anticuerpo secundario Anti-conejo hecho en cabra acoplado a
rodamina (CHEMICON) (1:100 diluido en la solucion de bloqueo) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se hicieron 5 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Al
final del procedimiento las laminillas se montaron con medio para montar
fluorescente (DakoCytomation) y se observaron en un microscopio confocal

(Pascal, Zeiss).

EXTRACCION DE RNA Y REACCION DE TRANSCRIPCION INVERSA (RT-PCR)

Se determiné la expresion de los transcritos de SOX9 en los testiculos de rata de
2, 16, 30, 40, 50 y 63 dpp siguiendo la metodologia descrita a continuacion: Las
muestras de tejido testicular mantenidas en congelacién fueron tratadas para la
extraccion de RNA total usando Trizol (Life Technologies Invitrogen, Carlsbad, CA)
con el siguiente protocolo: Se anadieron 50 pL de trizol al tejido y se homogeneiz6
vigorosamente con un homogenizador estéril hasta obtener una solucion clara. Se

completé a 1 mL con trizol pipeteando multiples veces hasta integrar y se dejo
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incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se afadieron 200 pL de
cloroformo a la muestra y se agité vigorosamente por 15 segundos, se incubd 3
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 14, 000 rpm por 15 minutos a
4°C. De las fases obtenidas se recupero la fase acuosa y se transfirié a un tubo
nuevo. Se afnadieron 500 pL de isopropanol para precipitar el RNA y se dejé
incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 14, 000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Se removio el sobrenadante y se afiadio 1mL de etanol al
80% para lavar el pellet de RNA. Se centrifugd a 10, 000 rpm por 5 minutos a 4°C.
Se elimind el etanol cuidadosamente y se dejo secando la pastilla de RNA a
temperatura ambiente durante 5-10 minutos.

Para resuspender la pastilla se afiadié un volumen adecuado 0.4-2 ug RNA/
ML de RNAsecure Resuspension Solution precalentada a 60°C. Inmediatamente
se calentd la muestra a 60°C durante 10 minutos y se pipeted varias veces hasta
disolver la pastilla.

Para remover el DNA gendmico contaminante de la muestra de RNA total,
ésta fue tratada con DNase treatment and renoval reagents DNA-free ™ Kit
(Ambion). Para tratar una muestra de RNA en un volumen de 50 uL se agregaron:
5 uL de 10x DNAse | Buffer y 1 yL de rDNAse | (2U/uL). Se incubd a 37°C durante
30 minutos. Se afiadieron 5 uL de DNAse Inactivation Reagent y se incubd por 2
minutos a temperatura ambiente mezclando la muestra de 2 a 3 veces. Se
centrifugd a 14, 000 rpm por 2 minutos a 4°C y se transfirié el sobrenadante a un
tubo nuevo.
El RNA total fue cuantificado con un espectrofotometro (Gene Quant Pro,
Amersham Pharmacia Biotech). Se hizo una dilucion 1:1000 (RNA: agua DEPC) y
se obtuvieron las lecturas de 260 nm (Ags) y 280 nm (Azgp). Para conocer la
concentracion de RNA se utilizé calculo: A260 x 40 (coeficiente de extincion del
RNA) x factor de dilucion = pg/pl de RNA. Para estimar la pureza del RNA se
considerd la relacion entre los valores de absorbancia de 260 nm y 280 nm;
unicamente se utilizaron los RNAs con una pureza = 2.0 + 0.15.

Se realiz6 la técnica de RT-PCR, la cual conjuga la PCR (Reaccién en

Cadena de la Polimerasa) y la reaccion catalizada por la enzima transcriptasa
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reversa (RT), para sintetizar cDNA (DNA complementario) a partir del RNA
obtenido; se empled el Kit First-Strand cDNA Sintesis Using SuperScript Il RT
(Invitrogen) siguiendo el protocolo siguiente para cada muestra. En un tubo para
microcentrifuga estéril se anadieron 1 pL de Oligo (dT), el volumen de RNA
equivalente a 500 ng/pL y 1 yuL de dNTPs (10 mM cada uno). Se ajusto el volumen
a 14 pL con agua estéril y se mezclé bien. La mezcla se calenté a 65°C por 5
minutos y se colocé rapidamente en hielo. Se centrifugd brevemente y se
agregaron: 4 pL de 5X First-Strand Buffer y 2 yL de 0.1 M DTT, se mezcld
cuidadosamente y se incubd a 42°C por 2 minutos. Se agregaron 0.5 pyL (100
unidades) de SuperScript Il RT y se mezclod pipeteando suavemente. Se incubd a
42°C por 60 minutos. Para inactivar la reaccion se calenté a 70°C por 15 minutos.
El volumen final de la reaccion fue de 20.5 pL. El volumen se duplicé con agua
estéril, es decir, se anadieron 20 yL a cada una de las muestras antes de
almacenarlo.

El cDNA que se obtuvo de la reaccion de RT se utilizé como templado para
la amplificacion en la PCR de los genes SOX9 y B-actina usando el siguiente
protocolo:

En un tubo para PCR estéril se afiadieron:

3 yL 10X PCR Buffer [200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI]

1.5 uL MgCl,; 50 mM

1 uL dANTP 10 mM

1 yL primer sentido (10 uM)

1 uL primer antisentido (10 pM)

0.3 yL Taq DNA polymerase (5 U/pL)

2 uL cDNA

20.2 uL Agua estéril

Se mezclo suavemente. El volumen total fue de 30 pL.
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Oligonucleétidos (primers) utilizados para las reacciones:

SOX9 5 TCATGAAGATGACCGACGAJ

5 GTT CTT CAC CGACTT CCT 3° Fragmento de 533 pb
B-actina 5 ATG TGC AAG GCC GGC TTC GC 3’

5" GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG 37 Fragmento de 332 pb

La reaccion se hizo para los genes SOX9 y B-actina, éste ultimo empleado como
control, es decir, como indicador de la calidad de pipeteo.

Cada paso de la reaccion de PCR requiere de parametros especificos de
tiempo y temperatura, los cuales se alcanzaron empleando un termociclador (PTC-

100 MJ Research. Inc.). Las condiciones fueron las siguientes:

94°C 10 min.

94°C 1 min.

56°C 1 min. Serie de 32 ciclos
72°C 1 min.

72°C 10 min.

4°C

Los productos de la reaccion de PCR fueron analizados por electroforesis en gel

de agarosa al 1.5% con 0.1 pg/ml de bromuro de etidio en buffer TAE 1%.
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RESULTADOS

MICROSCOPIA DE CORTES SEMIFINOS

El tratamiento con busulfan mostré su efecto esterilizante al examinar la poblacién
de células germinales en las diferentes etapas del desarrollo postnatal. Los cortes
semifinos de 1 6 2 ym de espesor permiten distinguir a las células germinales de
las células de Sertoli dentro de los tubos seminiferos. En las etapas infantil y
prepuber la poblacion de células germinales se limita a los diferentes tipos de
espermatogonias y espermatocitos que han iniciado la meiosis. En testiculos
adultos, se hacen evidentes las espermatidas en el proceso de espermiogénesis
que lleva a la formacioén de los espermatozoides maduros (Figs. 1 y 2). En las
ratas provenientes de madres tratadas con busulfan en el dia 14 de la gestacion,
se manifestd una dramatica disminucion en la poblacion de células germinales en
todas las etapas de la espermatogénesis. Aunque en algunos individuos un
numero pequeino de tubos seminiferos conservd células germinales
sobrevivientes, en la gran mayoria los tubos seminiferos estuvieron desprovistos
de células germinales y solamente la poblacion de células de Sertoli fue evidente
(Figs. 3y 4).

INMUNOFLUORESCENCIA

La especificidad del anticuerpo generado en nuestro laboratorio se demostrd
incubando cortes de tejidos congelados sin el anticuerpo contra SOX9 y sometidos
a las mismas condiciones de tratamiento, de lavado, bloqueado, permeabilizacion
e incubacion con el anticuerpo secundario (anticonejo). Ademas, se colocaron
cortes seriados del mismo tejido en dos portaobjetos, alternando un corte para el
portaobjetos incubado con anticuerpo primario y el siguiente corte para el
portaobjetos control. Aseguramos asi la especificidad del anticuerpo en regiones

similares de los tubos seminiferos (Figs. 5 y 6).
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Expresion de SOX9 en células de Sertoli en diferentes etapas del desarrollo
normal del testiculo

El microscopio confocal reveld la expresion de la proteina SOX9 desde la etapa
infantil de la rata. Su deteccion fue evidente en las células de Sertoli desde la
etapa infantil [2-16 dias post-parto (dpp)] y prepuber (21 dpp). Los cordones
seminiferos de testiculos fijados a los 2 dpp todavia no muestran un lumen vy las
espermatogonias aparecen intercaladas entre las células de Sertoli (Fig. 7). Sin
embargo, a los 21 dpp, ya ocurre una migracion transitoria de las células
germinales hacia el centro de los cordones, de manera que las células de Sertoli
positivas al SOX9 se distribuyen en la periferia delineando a los cordones
seminiferos (Fig. 8). En los testiculos de ratas puberes fijados a los 30 dpp, los
tubos seminiferos muestran una distribucién caracteristica de las células
germinales. Las espermatogonias aparecen intercaladas entre las células de
Sertoli claramente detectadas por su positividad a SOX9 (Figs. 9 y 10). Como en
esta etapa ya se ha iniciado el proceso de la espermatogénesis, los
espermatocitos y espermatidas tempranas se localizan en el compartimiento
testicular hacia el lumen de los tubos seminiferos.

Finalmente, la expresion de la proteina SOX9 se mantiene en las células de Sertoli
en los testiculos de ratas adultas fijados a los 40, 50 y 63 dpp (Figs. 11 y 12). La
proteina SOX9 se detectd con facilidad en los nucleos de las células de Sertoli en
los tubulos seminiferos cortados transversal, tangencial o longitudinalmente.
Aunque en el presente estudio no se intenté realizar un estudio densitométrico, el
analisis cualitativo indica que las células de Sertoli parecen expresar la proteina

SOX9 en todas las etapas del ciclo del tubo seminifero.

Expresion de SOX9 en células de Sertoli en diferentes etapas del desarrollo
del testiculo privado de la linea germinal

Los tubos seminiferos de las crias de madres tratadas con busulfan mostraron una
clara deplecion de células germinales en todas las etapas estudiadas (infantil,
prepuber, puber y adulta). Los cortes de congelacion empleados por la reaccion de

inmunofluorescencia revelaron que, con algunas excepciones, los tubos
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seminiferos estuvieron constituidos por células de Sertoli exclusivamente. El
anticuerpo contra SOX9 detecto la presencia de la proteina en el nucleo de todas
ellas (Figs. 13-16). Al comparar de manera cualitativa la expresion de la proteina
SOX9 en los tubos seminiferos con y sin la linea germinal, fue evidente que no

parece haber diferencia entre las dos condiciones.

RT-PCR

Deteccion de transcritos de SOX9 en células de Sertoli en presencia y
ausencia de la linea germinal

La deteccion de transcritos de SOX9 hecha mediante RT-PCR muestra que el
MmRNA esta presente en los testiculos normales de todas las edades
consideradas. Sin embargo, al hacer la comparacion con los testiculos que
recibieron tratamiento con busulfan, se observan diferencias en los niveles de
transcritos, esto es notable por la variacion en la intensidad de las bandas. En el
ovario de 2dpp que se emple6é como control negativo, no se encontré expresion de
SOXO9. En el testiculo normal o control (C) de 2 dpp se observd que la banda de
SOX9 es de mayor intensidad que la correspondiente al testiculo tratado con
busulfan (B) de la misma edad. En la muestra de 16 dpp se observa que la banda
del C ha aumentado su intensidad, aunque la del B presenta una intensidad menor
al compararlas. A los 30 dpp el SOX9 del C ha disminuido un poco, mientras que
el B de la misma edad presenta una banda de débil intensidad. A los 50 dpp el C
muestra una banda apenas visible mientras que en el B de esta edad no se
detectan transcritos. Este patron se repite en las figuras 17, 18 y 19. Se utilizo B-

actina como control interno.
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FIGURAS

Fig.1y 2. Corte transversal de un tubo seminifero de testiculo de rata en etapa adulta (50 dpp)
donde se observa la poblacion de células germinales en las diferentes etapas de
espermatogénesis y espermiogénesis.

Fig. 3 y 4. Corte transversal de un testiculo de rata en etapa adulta (50 dpp) cuya madre fue
tratada con busulfan en el dia 14 de la gestacion. En esta imagen se aprecia la ausencia de la
poblacion de células germinales tubos seminiferos formados Unicamente por células de Sertoli.
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Fig. 5y 6. Especificidad del anticuerpo. Inmunofluorescencia de SOX9 (rojo) incubada con
anticuerpo primario (5) y sin anticuerpo primario (6) respectivamente, donde se confirma la
especificidad del anticuerpo primario en diferentes secciones de un testiculo de rata de 2 dias

post parto (dpp).

Fig. 7. Testiculo de 2 dpp (etapa infantil).
En el interior del cordén se observa a las
espermatogonias (Eg) acomodadas entre
las células de Sertoli cuyos nucleos son
positivos a SOX9 (rojo).

Fig. 8. Testiculo de 21 dpp (etapa
prepuber). Las células de Sertoli estan
arregladas en la periferia de los cordones,
mientras que en el centro se ubican las
espermatogonias (Eg).
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Fig. 9 y 10. Cordones testiculares de 30 dpp (etapa puber). En esta etapa las espermatogonias
(flechas) se observan intercaladas entre las células de Sertoli (nucleos rojos).

Fig. 11 y 12. Tubo seminifero de 50 dpp (etapa adulta). En este corte transversal del tubo se
observan algunas etapas de la espermatogénesis y espermiogénesis asi como la clara
presencia de la proteina SOX9 (nucleos rojos).
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Fig. 13. Cordones testiculares de 16 dpp
tratados con busulfan. En esta etapa
prepuber se detecta la ausencia de células
germinales y la expresion de la proteina
SOX9 en los nucleos (rojo) de las células
de Sertoli.

Fig. 15. Tubos seminiferos de 40 dpp
tratados con busulfan. En esta etapa
adulta el tubo carece de células
germinales; se detecta claramente la
presencia de la proteina de SOX9.

Fig. 14. Tubos de 30 dpp tratados con
busulfan. Las células de  Sertoli
permanecen en la periferia del tubo
mostrando una sefial de SOX9 positiva
(nucleos rojos). No hay células germinales
en ninguna etapa de desarrollo.

Fig. 16. Tubo seminifero de 50 dpp tratado
con busulfan. Las células germinales se
eliminaron en su totalidad y en el interior
del tubo sélo se observan los nucleos
(rojos) de las células de Sertoli mostrando
una reaccion positiva a SOX9.
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Fig. 17 (A). Fig. 17 (A). RT-PCR de SOX9
en ovarios Yy testiculos de rata.

Carril 1 marcador de peso
molecular; carril 2 control sin
templado; carril 3 ovario de 2
dpp; carril 4-11 muestras de
testiculo. Carriles 4 y 5 testiculo
de 2 dpp control y tratado con

N A S = S - e B-actina

busulfan respectivamente;
- - carriles 6 y 7 testiculo de 16 dpp
1 SERCEREE RS~ 9 10 11 control y busulfan

respectivamente; carriles 8 y 9
testiculo de rata de 30 dpp
control y busulfan
respectivamente; carriles 10 y 11
testiculo de 50 dpp control y
busulfan respectivamente.

SOX9 C; Control
B; Tratamiento con Busulfan
dpp; dias post parto
Es de notar que en todas las

PNCOOERCEER'C B C B

2dpp 2dpp 16dpp 30dpp 50dpp edades la densidad de la banda
B es mas baja que la de C.

Fig. 17 (B). Detalle de la figura 17(A)

B-actina SOX9
12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 3 4 5 6 78 9 10 11
¢ C B C B C B C B ¢ C B CB CB C B
2dpp 2dpp 16dpp 30dpp 50dpp 2dpp 2dpp 16dpp 30dpp 50dpp
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Fig. 18 (A). Fig. 18 (A). RT-PCR de SOX9
en ovarios y testiculos de
rata.

Carril 1 marcador de peso
molecular; carril 2 control sin
templado; carril 3 ovario de 2

SOX9 dpp; carril 4-9 muestras de
testiculo. Carriles 4 y 5
testiculo de 2 dpp control y
tratado con busulfan
respectivamente; carriles 6 y
7 testiculo de 16 dpp control y
busulfan respectivamente;
carriles 8 y 9 testiculo de rata
de 30 dpp control y busulfan

respectivamente.
B-actina C; Control
B; Tratamiento con Busulfan
dpp; dias post parto
Fig. 18 (B). Detalle de la figura 18 (A)
SOX9 B-actina
123 4 5 6 7 8 9 123456 7809
¢ C B CBCB @ CB CBC B

2dpp 2dpp 16dpp 30dpp 2dpp 2dpp 16dpp 30dpp



Fig. 19 (A).

B-actina

SOX9

Fig. 19 (B). Detalle de la figura 19 (A)
B-actina

12 3 4 5 6

? @ C B
2dpp 2dpp

Fig. 19 (A). RT-PCR de SOX9
en ovarios y testiculos de
rata.

Carril 1 marcador de peso
molecular; carril 2 control sin
templado; carril 3 ovario de 2
dpp; carril 4 ovario de 2 dpp;
carril 5 testiculo de 2 dpp
control; carril 6 testiculo de 2
dpp tratado con busulfan.

C; Control

B; Tratamiento con Busulfan
dpp; dias post parto

SOX9

12 3 4 5 6

? @ C B
2dpp 2dpp
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DISCUSION

La realizacion del presente estudio correspondié al disefio de una estrategia
clasica de la embriologia experimental; nos planteamos la siguiente pregunta:
¢, Como se modifica la funcidon de un determinado tipo celular al cambiar el entorno
de otros tipos celulares entre los que se desarrolla normalmente? El hecho de que
las células germinales y las de Sertoli estén intimamente asociadas desde que se
inicia la formacion de los tubos seminiferos en el embrién y permanezcan asi en el
adulto, permite suponer que la funcibn de ambos tipos celulares es
interdependiente. Esta bien establecido que las células de Sertoli producen
factores paracrinos y brindan un entorno fisico a la linea germinal que son
indispensables para que lleven a cabo el proceso de espermatogénesis.

Sin embargo, es menos conocido el efecto que la presencia de la linea
germinal pudiera ejercer sobre la actividad de las células de Sertoli.

Por otra parte, el conocimiento de las secuencias en el ADN caracteristicas
de genes bien identificados y la posibilidad de generar anticuerpos especificos
contra las proteinas que codifican, permiten monitorear la regulacion de su
expresion en condiciones experimentales. De manera que en el presente estudio
nos propusimos conocer si la presencia de las células germinales en los tubos
seminiferos de la rata, afecta la expresion de la proteina SOX9, caracteristica de
las células de Sertoli.

Aunque el SOX9 a diferencia del SRY es un gen autosémico, su temprana
expresion durante el desarrollo y la permanencia de su expresion en las células de
Sertoli, lo colocan en una posicién de singular interés para intentar conocer cual
pudiera ser su papel funcional. En la etapa prenatal sabemos que el SOX9 por si
mismo (sin el SRY) es capaz de iniciar, continuar y mantener el desarrollo del
testiculo aun en ausencia del SRY (Vidal et al., 2001). La expresion del SOX9 en
las células de Sertoli garantiza la diferenciacion de este tipo celular donde una de
sus funciones mejor conocidas es su actuacion como factor de transcripcion en la
regulacion de la expresion del gen MIS (Arango et al., 1999). Como el producto de

éste, es indispensable para la regresion de los conductos de Miller, el papel del
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SOX9 en la diferenciacion sexual quedo bien establecido en las células de Sertoli
fetales. De hecho, al generar ratones transgénicos con SOX9 inactivado
(“knockout”), los machos genéticos (XY) son incapaces de diferenciar testiculos y
en su lugar forman ovarios, desarrollandose como hembras fenotipicas (Vidal et
al., 2001). Sin embargo, la expresion del SOX9 en las células de Sertoli no se
restringe a la vida fetal, sino que se mantiene en forma conspicua después del
nacimiento.

En un trabajo previo, Frojdman et al. (2000) estudiaron de manera
descriptiva, la expresion de la proteina SOX9 en el testiculo de la rata durante el
desarrollo normal. Empleando la técnica de inmunoflurescencia, los autores
reportan haber detectado diferencias en la expresion de SOX9 dependientes tanto
de la etapa del desarrollo testicular, como diferencias regionales, en determinadas
zonas de los tubos seminiferos. Asi, reportan haber detectado una “mayor
expresion” de SOX9 en células de Sertoli en las etapas fetal y puber. Ademas, en
ratas adultas, notaron que la inmunodeteccion de SOX9 se incrementa en la sub-
etapa VIl del ciclo del tubo seminifero. Concluyen entonces que la expresion de
SOX9 en las células de Sertoli depende tanto de la edad del testiculo, como de la
etapa de la espermatogénesis en que se encuentra el tubo seminifero.

En contraste con lo reportado por Frojdman et al. (2000), nuestro estudio
actual con la técnica de inmunofluorescencia confocal, revelé6 que no hay
diferencias convincentes en la expresion de SOX9 entre las diversas etapas del
desarrollo testicular postnatal, ni tampoco en las diferentes etapas del ciclo del
tubo seminifero en ratas adultas normales. Asimismo, en los animales
esterilizados con busulfan durante la vida intrauterina, fue evidente que la
inmunodeteccién de SOX9 se mantiene constante en los nucleos de las células de
Sertoli en testiculos infantiles, prepuberes y puberes, ademas de permanecer en
los animales adultos. ¢ Coémo explicar las diferencias encontradas por Frojdman et
al. (2000) y las nuestras? Es importante notar que en ambos estudios se utilizaron
anticuerpos policlonales diferentes que pudieran explicar diferentes sensibilidad
y/o especificidad al acoplarse a distintos sitios antigénicos de la proteina SOXO9.

En el presente trabajo la inmunofluorescencia fue estudiada con un microscopio
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confocal que asegura una mayor sensibilidad a la que se obtiene con el
microscopio de fluorescencia estandar. De manera que las diferencias reportadas
por Frojdman et al. (2000). pudieran también explicarse por diferencias en el
espesor de los cortes y/o diferencias en el manejo de las muestras obtenidas en
diferentes tiempos. En todo caso, una evidente debilidad de ambos estudios es
gue en ninguno de ellos se intentd realizar una evaluacion cuantitativa que fuera
mas alld de la apreciacion cualitativa que proporcionan las imagenes
fluorescentes.

Por otra parte, en el presente trabajo hicimos un estudio preliminar
empleando RT-PCR considerando la potencialidad de esta técnica para revelar los
niveles de transcritos del gen SOX9 durante el desarrollo del testiculo. Los
resultados obtenidos sugieren que los niveles de transcritos de SOX9 son
menores en las células de Sertoli de tubos seminiferos desprovistos de la linea
germinal comparados con las células de Sertoli de los tubos seminiferos normales
de edad equivalente. Sin embargo, como en el caso de la inmunodeteccion de la
proteina SOX9, la evaluacibn de los niveles de transcritos del gen
correspondiente, deberdn ser apoyados por un estudio cuantitativo. Existen
programas todavia con cierto nivel de complejidad que permiten un analisis
densitométrico de sefiales capturadas en muestras inmunofluorescentes (Manders
et al., 1992). Asi también, serd necesaria la aplicacién del método cuantitativo de
RT-PCR en tiempo real para el andlisis de los niveles de transcrito del SOX9. De
manera que los resultados obtenidos en la presente tesis, servirAn como base
para profundizar en el conocimiento del papel que juega el SOX9 en las células de
Sertoli del testiculo postnatal.

Mientras tanto, es posible hacer algunas inferencias todavia especulativas
respecto al papel que desempefia el SOX9 en los tubos seminiferos del testiculo
adulto. EI hecho de que se mantengan activas la transcripcion y la traduccion del
gen SOX9 en las células de Sertoli en los tubos seminiferos desprovistos de la
linea germinal, sugiere que entre sus funciones esta la de mantener el estado
diferenciado de dichas células. Sabemos que factores de transcripcion como el

SOX9 participan en redes reguladoras de expresion génica que dan identidad
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estructural y funcional a los diversos linajes celulares del organismo. Aunque en el
presente estudio detectamos cierta disminucion en el nivel de transcritos de SOX9,
es evidente que la proteina continud expresandose en testiculos estériles.
Podemos concluir entonces que la interaccion entre las células germinales y
las de Sertoli no influye de manera directa en la expresion del SOX9. Es posible
que, considerando la intima asociacion de los dos tipos celulares, la ausencia de
células germinales afecte mas dramaticamente la expresiébn de otros genes

ubicados rio abajo de la cascada del SOX9.
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CONCLUSIONES

Los resultados apoyan parcialmente la primera hipétesis (hipotesis A), la cual
sostiene que las células germinales modulan los niveles de expresion del gen
SOX9 y su producto, la proteina SOX9 en las células de Sertoli de la rata, debido

a gue se encontré un menor nivel de SOX9 en tubos seminiferos estériles.

Por otra parte, nuestros resultados apoyan de manera contundente la segunda
hipotesis (hipotesis B), que propone que el SOX9 continla expresandose aun en
ausencia de la linea germinal y su papel es mantener el estado diferenciado de las

células de Sertoli.
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