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RESUMEN

La investigacion de Spermatogonial Stem Cell (SC), se ha convertido en un
excelente sistema in vitro para el estudio de algunos trastornos reproductivos en
animales y/o humanos lo cual constituye un amplio campo para la busqueda de
terapias para infertilidad/esterilidad y/o cancer testicular en machos. Nuestro grupo
ha descrito la presencia de un sistema serotoninérgico intrinseco en testiculos,
epididimo y espermatozoides (rata, caballo, murciélago, humano), indicando que la
serotonina puede influir directa y/o indirectamente en procesos de
espermatogénesis y/o sintesis de testosterona. En el presente proyecto nos
planteamos identificar si la serotonina influye en la espermatogénesis en rata de la
cepa Wistar. Se realizaron cultivos primarios de testiculos de ratas de 15 dpn y con
la técnica de citometria de flujo se aislaron las células SSC tipo As positivas para
CD9+. Posteriormente se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para
identificar a los receptores de serotonina, enzimas de sintesis y degradacion y
transportadores. Se evaluo in vitro el efecto de la serotonina sobre el funcionamiento
mitocondrial utilizando el marcador fluorescente Mitotracker-Red FM™ a tiempos
cortos (5, 10, 30 min). Los resultados demuestran que las SSC As expresan per se
a los receptores 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT3a, y a las enzimas de sintesis y degradacion
de serotonina. Por otro lado, el tratamiento a tiempos cortos con serotonina
demostré que las mitocondrias incrementan su afinidad por el Mitotracker-Red
FM™: vy este efecto es acompafnado por la activacion las proteinas fosforiladas de
tirosinas, CREBp y el factor liberador de corticotropina (CRF). En conjunto, nuestros
resultados demuestran que las SSC As expresan la maquinaria de receptores y
enzimas serotoninérgicas lo que permite incrementar la actividad funcional en las
mitocondrias, sin embargo, se requieren mas estudios moleculares vy fisiologicos
para conocer los alcances que esta molécula puede tener en la reproducciéon
masculina.

Palabras clave: Serotonina, Espermatogénesis, Espermatogonia, Mitocondrias,



ABSTRACT
Spermatogonial Stem Cell (SC) research has become an excellent in vitro system

for the study of some reproductive disorders in animals and/or humans, which
constitutes a wide field for the search of therapies for infertility/sterility and/or
testicular cancer in males. Our group has described the presence of an intrinsic
serotonergic system in testes, epididymis and spermatozoa (rat, horse, bat, human),
indicating that serotonin can directly and/or indirectly influence spermatogenesis
and/or testosterone synthesis processes. In the present project we set out to identify
whether serotonin influences spermatogenesis in the Wistar strain rat. Primary
cultures of 15 dpn rat testis were cultured and CD9* type SSC As cells were isolated
by flow cytometry. Subsequently, immunofluorescence assays were performed to
identify serotonin receptors, enzymes of synthesis and degradation and
transporters. The effect of serotonin on mitochondrial functioning was assessed in
vitro using the fluorescent marker Mitotracker-Red FM™ at short times (5, 10, 30
min). The results demonstrate that SSC As express per se 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT3a
receptors, and serotonin synthesis and degradation enzymes. On the other hand,
treatment at short times with serotonin showed that mitochondria increase their
affinity for Mitotracker-Red FM™; and this effect is accompanied by activation of
tyrosine phosphorylated proteins, CREBp and corticotropin-releasing factor (CRF).
Taken together, our results demonstrate that SSC As express the serotonergic
receptor and enzyme machinery allowing increased functional activity in
mitochondria, however, further molecular and physiological studies are required to
know the scope that this molecule may have on male reproduction.

Keywords: Serotonin, Spermatogenesis, Spermatogonia, Mitochondria, Cytometry.
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I. INTRODUCCION

1.1 EL DESARROLLO TESTICULAR EN RATAS

La embriogénesis testicular en mamiferos, como la rata, puede ser dividida en dos
fases. La primera es la fase indiferenciada, caracterizada por la aparicion de las
gonadas bipotenciales que surgen como estructuras pares a partir de la cresta
urogenital, la cual es un engrosamiento del mesodermo en la pared dorsal del
celoma embrionario, formado durante la gastrulacion del embridon (Merchant-Larios
& Moreno-Mendoza, 2003; Ishii et al., 2012). Desde el punto de vista celular, la
gonada bipotencial esta conformada por cuatro tipos celulares, las células
germinales primordiales (PGC) y tres poblaciones de células somaticas, entre las
cuales tenemos a los precursores de las células de soporte o células de Sertoli, que
derivan de las células del epitelio celéomico, a los precursores de células
esteroidogénicas (que daran origen a células de Leydig) y finalmente células del
tejido conjuntivo (a partir de la cuales se formara el tejido vascular, la tunica y las
células peritubulares mioides) (Phillips et al., 2010). En el dia 13 de la gestacion de
la rata ocurre la fase de diferenciacion, que comprende la expresion del gen
determinante del sexo (SRY) localizado en el cromosoma Y que se diferencia la
gonada bipotencial en testiculo, o en su ausencia de este gen la gonada se
diferencia por “default” en ovario. En el caso de los machos la expresion de el gen
SRY conduce a la diferenciacion de las células de Sertoli, las que actuan como
centro organizador de la gonada masculina, orquestando la formacidén de los

cordones testiculares y la diferenciacion de los demas tipos celulares del testiculo
(Merchant-Larios & Moreno-Mendoza, 2003; Fayomi & Orwig, 2018).

Las células germinales primordiales (PGC) migran a la cresta genital y proliferan por
mitosis para incrementar el numero de gonocitos dentro de los cordones
testiculares, hasta llegar al dia 18 de gestacion, cuando entran en detencion mitotica
(estado de quiescencia), en el que se mantendran hasta unos pocos dias después

del nacimiento (Merchant-Larios & Moreno-Mendoza, 2003; Zwaka, 2005). Las



células peritubulares mioides también migran hacia la gonada masculina para
formar una capa de células aplanadas que rodean a los cordones sexuales y
contactan con las células de Sertoli (Huckins, 1971). Hacia el dia 20 de la gestacién
en las ratas y poco antes del nacimiento, el numero de células de Sertoli aumenta
rapidamente, mostrando un periodo de actividad mitdética mas intenso, y siguen

proliferando hasta después del nacimiento (Hess & Franga, 2005).

En este momento, las células de Leydig fetales se agrupan cerca de los vasos
sanguineos y aumentan su numero durante la gestacion, alcanzando el pico maximo
antes del nacimiento. Estas células comienzan a sintetizar y secretar androgenos
en una fase temprana del desarrollo, provocando un pico de testosterona plasmatica
a los dias 18 y 19 de gestacién (de Rooij, 2017).

DESARROLLO TESTICULAR POSNATAL Y PUBERAL EN RATAS

Al nacer, en los testiculos se observan cordones sexuales con gonocitos en
posicion central, que sufren divisiones mitéticas rapidas y continuas en los primeros
dias de vida con el fin de aumentar la poblacion de este tipo celular (de Rooij, 2017).
Gradualmente a partir del 5° dia de vida, los gonocitos migran del centro a la
periferia de los cordones sexuales para alcanzar la lamina basal y diferenciarse en
células madre espermatogénicas o0 espermatogonias indiferenciadas
(Spermatogonial Stem Cell, SSC), momento en el cual cesa su proliferacion (Phillips
et al., 2010). El desarrollo normal de los gonocitos en los primeros dias postnatales
es critico para el desarrollo de una espermatogénesis apropiada en el adulto
(Merchant-Larios & Moreno-Mendoza, 2003; de Rooij & Russell, 2000).

La supervivencia y el desarrollo de las SSC depende de un microambiente
especializado (nicho espermatogénico), que es proporcionado por las células de
Sertoli, las células peritubulares mioides y las células intersticiales o de Leydig (Hai
et al., 2014). Las células de Sertoli ofrecen nutrientes y factores de crecimiento
testicular. Estas células continuan proliferando hasta el dia 16 postnatal y luego



detienen su multiplicacion (Ventela et al., 2012). Las células peritubulares mioides
participan en la transduccién de las sefales entre el intersticio y el compartimiento
tubular mediante la secrecion de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento tipo Beta (TGF-beta), factor de
crecimiento neuronal (NGF) (Kubota et al., 2004a, 2004b). Por otra parte, las células
de Leydig secretan testosterona (T4) para mantener la espermatogénesis (Yu et al.,
2014). El ambiente del nicho endocrino logra el equilibrio entre la auto-renovacion
de las células madre espermatogénicas (SSC) y su diferenciacion a
espermatogonias diferenciadas tipo A (Fayomi & Orwig, 2018).

De este modo, las SSC pueden diferenciarse en espermatogonias As (A
single), espermatogonias Ap (A pair) y espermatogonias Aal (A aligned), las que
iniciaran la espermatogénesis, para posteriormente dividirse y diferenciarse
sucesivamente en espermatogonias A1, A2, A3, A4, A Intermedia y B, de tamafio
progresivamente menor y cada vez con mayor compactacion de la cromatina. Las
espermatogonias tipo B pierden contacto con la lamina basal de los cordones
sexuales y finalmente dan lugar. a los espermatocitos primarios (de Rooij, 2017;

Fayomi & Orwig, 2018; Phillips et al., 2010).

Entre los 17 y 18 dias comienza la meiosis, que se realiza a partir de los
espermatocitos primarios, los que, mediante dos divisiones meibticas sucesivas, se
diferenciaran primero en espermatocitos secundarios y luego en espermatidas, las
cuales se pueden observar por primera vez entre los 24 y 25 dias de edad (Lagos-
Cabre & Moreno, 2008). En la rata, la aparicion de los primeros espermatozoides
en la luz de los cordones sexuales, se observan aproximadamente a los 45 dias de
edad, momento en el que algunos autores consideran que se alcanza la pubertad,
comprendiendo la finalizacion de la primera oleada espermatogénica y la formacion
casi final de los tubulos seminiferos (Cheng, 2014). Las células de Sertoli en este
momento maduran y sufren transformaciones, incluyendo los cambios morfologicos
con nucléolo grande vy tripartita, la pérdida de actividad proliferativa, y la formacion
de la barrera hemato-testicular (Cheng, 2014; Hai et al., 2014). Es importante



sefalar que en estas etapas las células de Sertoli secretan niveles altos del factor
neurotrofico derivado de células gliales (GDNF) (Kubota et al., 2004a; Phillips et al.,
2010).

En estudios en humanos se ha encontrado que en los testiculos fetales y de
adultos se expresa GDNF, que puede ser detectado en células de Leydig y células
de Sertoli (Hime & Abud, 2013; Phillips et al., 2010). Sin embargo, sélo puede
detectarse un alto nivel de expresion de GNDF en la etapa de formacion de
espermatidas redondas, lo que sugiere, que es un factor que desempefia un papel
de regulacion y diferenciacion celular durante la espermatogénesis (Spinnler et al.,
2010), y es detectable alrededor del dia 10 al dia 15 postnatal. Para nuestros
estudios, este dato se convirtid en un factor clave y de suma importancia para
realizar la estandarizacion de la edad que utilizamos y en la cual podriamos

encontrar un mayor numero de células SSC sin diferenciarse a otro estadio.

1.2 NICHOS DE CELULAS TRONCALES

Para asegurar el mantenimiento y la auto-renovacion, es necesario que las células
troncales o stem cell (SC), reciban sefiales esenciales provenientes de su “nicho”
(Kostereva & Hofmann, 2008). El término nicho originalmente se utilizé para
referirse al microambiente que soporta a las células troncales hematopoyéticas
humanas, sin embargo, actualmente se han identificado nichos en la mayoria de los
tejidos de modelos animales, lo que incluye al intestino, mucosa gingival, piel,
cerebro y testiculos entre otros tejidos/6rganos (Kostereva & Hofmann, 2008; Ryu
et al., 2005). Los nichos en los tejidos locales mantienen y regulan la funcion de las
SC mediante estimulos extrinsecos y estan formados por las células de soporte
circundantes (Oatley & Brinster, 2008). Estas estructuras han sido caracterizadas
en tejidos de invertebrados mediante el uso de métodos que permiten identificar a
las SC individuales y sus mecanismos de regulacion y proliferacion (Morrison &

Spradling, 2008).



En el caso de los testiculos, las células de Sertoli son las principales formadoras del
nicho de SSC, pero otras células somaticas testiculares, como las células mioides

peritubulares, las células de Leydig y la membrana basal de los tubulos seminiferos

también contribuyen a mantener el nicho (Oatley & Brinster, 2008).

Las SSC son las responsables del mantenimiento de la espermatogénesis a lo largo
de la vida de los machos mediante la produccion continua de espermatogonias tipo
A hacia tipo B, intermedias y luego hacia espermatocitos (1arios, 2arios), luego
hacia espermatidas redondas y elongadas que se diferenciaran finalmente en
espermatozoides (Kubota & Brinster, 2018). Las SSC se alojan en el compartimiento
basal del epitelio seminifero. Estas células son las unicas en este 6rgano que se
auto renuevan a lo largo de la vida del animal y a partir de ellas se generan los
gametos que transmiten la informacién genética a la siguiente generacion. Las SSC
son células individuales e indiferenciadas, que no se encuentran conectadas por
puentes intercelulares con otras células germinales mas avanzadas. Las SSC se
forman después del nacimiento y persisten durante toda la vida de los machos
(Oatley & Griswold, 2017).

En comparacion con el resto de las células testiculares, las SSC son escasas, pues
su concentracion estimada es de 1 en 3,000 o 4,000 células o corresponden al 0.01
al 0.02% del total presentes en cada testiculo (Oatley & Griswold, 2017; Orwig &
Hermann, 2010), por lo que es importante generar mas conocimientos sobre sus

caracteristicas fenotipicas, genotipicas y los mecanismos que regulan su funcion.

1.3 EL ESTUDIO DE LAS CELULAS TRONCALES EN LA ACTUALIDAD.

La investigacion de las SC ha recibido gran interés publico y cientifico debido a su
amplio potencial clinico como resultado de su capacidad de auto-renovacion,
diferenciacion celulary por ultimo, la reparacion funcional de 6rganos o tejidos (Koch
et al., 2008; Ryu et al., 2005).



Los avances en la investigacion con células SC, han conducido al concepto de la
medicina regenerativa, que se basa en el potencial de las SC trasplantadas para
terapias que ayuden en la reparacion de tejidos dafiados o degenerados (Piscaglia,
2008). Ademas del potencial terapéutico que representa la tecnologia de las SC,
constituyen un excelente sistema in vitro para el estudio de diversas patologias y/o
algunas enfermedades adquiridas (i.e. diabetes mellitus tipo 2, trastornos
hematoldgicos, infertilidad), usando diversos modelos animales, pero en estos
ultimos afios se ha generado la posibilidad de preservar especies en peligro de
extincion (Battler & Leor, 2006; Siqueira, 2011). Esta tecnologia puede generar una
mejor terapéutica para pacientes de enfermedades como el cancer, en el cual las
terapias son basadas en la radiacion o en el uso de farmacos agresivos que pueden
generan efectos adversos y en el peor de los casos la muerte (Dobreva et al., 2010;
Scadden & Srivastava, 2012). Tema derivado ahora de la medicina alternativa de
reciente generacion como lo es la Oncofertilidad, la cual se encarga de salvaguardar

las gbnadas de pacientes que seran sometidos a radio o quimioterapia.

Las SC han sido clasificadas por su potencialidad y su capacidad de diferenciacion
en células troncales embrionarias (o por su nombre en inglés: embryonary stem cell,
ESC) y en células troncales adultas o somaticas (CTS). Las ESC son
totipotenciales. Unicamente el cigoto y las descendientes de las dos primeras
divisiones son células totipotenciales, por lo que tienen la capacidad de formar tanto
al embrién como al trofoblasto de la placenta. En cambio, las CTS solamente son
pluripotentes, multipotentes o unipotentes (Alison & Islam, 2009). Las ESC se
pueden obtener de la masa celular interna del blastocito, mientras que las CTS se

originan de varios tejidos de los organismos adultos (Phinney, 2011).

Diversos estudios han mostrado que las CTS pueden diferenciarse en células
distintas a las del tejido del que se originaron por lo que conservan su
pluripotencialidad (Scadden & Srivastava, 2012). En todo caso, a pesar de que el
potencial de diferenciacion de las ESC es superior al de las CTS, la investigacion
con este tipo de células ha sido obstaculizada por cuestiones éticas y



gubernamentales. En cambio, la investigacion con CTS se ha desarrollado a un
paso mas rapido y con mas aplicaciones clinicas y de preservacion de especies (Y.
Lin & Chen, 2014), (Y.-N. Lin & Matzuk, 2014). La investigacion en el uso de las CT
requiere de herramientas que permitan entender los mecanismos que controlan el
mantenimiento de su auto renovacion y su diferenciacion fenotipica en los tejidos,

asi como moléculas que participan en estas funciones (Cheng, 2014; Phinney, 2011)

1.4 PROGRAMACION DE CELULAS TRONCALES

Por otro lado, se considera que la andrologia tanto animal como humana se ha
retrasado en el uso de las SC como herramienta terapéutica. Las investigaciones
en humanos se han concentrado en dos areas principales: el tratamiento de la
disfuncién eréctil y la soluciéon de casos de infertilidad idiopatica (Cannarella et al.,
2020; Poongothai et al., 2009). Con respecto a la infertilidad masculina (Toyooka et
al., 2003), mostraron que es posible generar células troncales espermatogénicas
(SSC), a partir de ESC (Roy, 2017). Posteriormente, se observo que los trasplantes
de SSC pueden restaurar la espermatogénesis (Rodrigues & Roelen, 2020).
Trasplantes de SSC de un donador al testiculo de un animal infértil fueron descritos
por primera vez en 1994 (Kim et al., 1997).

Esta técnica fue desarrollada primeramente en roedores, pero su uso se ha
extendido a varias especies, lo que incluye animales domésticos, aves y peces
(Honaramooz et al., 2008; Leal et al., 2009; Nobrega et al., 2009). Recientemente,
con técnicas de autotrasplante de testiculos en primates se ha logrado generar
‘organoides” en los que su histomorfologia semeja un testiculo con presencia de
espermatozoides que han sido utilizados in vitro para inyeccion intracitoplasmica de
espermatozoides o ICSI (por sus siglas en inglés: intracytoplasmic sperm injection),
con los que se ha logrado un desarrollo embrionario y fetal exitoso para obtener

crias sanas de la misma especie (Carney et al., 2012).



Existen tres aplicaciones principales para la tecnologia del trasplante de SSC en

animales y humanos:

1) En humanos: Mejorar la tecnologia del trasplante de espermatogonias para
la solucién de problemas de fertilidad secundarios al tratamiento con quimio
o radioterapia con lo que se puede mejorar la calidad de vida de los pacientes
(Oncofertilidad).

2) En animales; Contribuir a la conservacion y propagacion de especies en
peligro de extincion, ya que el trasplante de células germinales intra o Inter
especies ofrece una alternativa para preservar el potencial reproductivo de

individuos con alto valor genético-evolutivo.

3) Proporcionar elementos en la comprension de los mecanismos involucrados
en la autorrenovacion y diferenciacion de las células germinales y sus nichos
dentro de los testiculos (Kubota et al., 2003; Oatley & Brinster, 2008; Ryu et
al., 2003).

Bajo estos preceptos, el conocimiento sobre el manejo de las SSC y sus posibles
vias de regulacion en diferentes niveles, como lo son a nivel molecular, bioquimico
y/o fisiolégico, asi como la participacion de neuro-factores tales como la serotonina
y otros (dopamina, acetilcolina, adrenalina), que pudieran estar implicados en estos
procesos de diferenciacion, proliferacion, supervivencia y/o apoptosis son
fundamentales para estudiar en los siguientes afos.



1.5 ASPECTOS GENERALES DE LA SEROTONINA (NEUROTRANSMISOR Y/O
NEUROHORMONA)

1.5.1 FUNCIONES BIOLOGICAS DE LA SEROTONINA

En el Sistema Nervioso Central (SNC), los neurotransmisores tienen un papel
protagonico en la regulacién de diversas sefales celulares durante el desarrollo
fetal, después del nacimiento y en la vida adulta (migracion, diferenciacion,
apoptosis, mitosis). La serotonina o 5-Hidroxitriptamina (5-HT; (C10H12N20), es
una molécula conocida esencialmente como neurotransmisor, ya que tiene

funciones principalmente en el SNC.

La serotonina fue el primer neurotransmisor al que se le atribuy6 una participacion
como sefalizador del desarrollo en el cerebro; también como mensajero entre
neuronas y se conoce que se produce principalmente en las regiones del tallo
cerebral (o brainstem por su nombre en inglés). Las neuronas del nucleo del rafe
localizadas en el tallo cerebral forman un agregado celular que conforma la columna
medial del tallo o tronco encefalico y de ahi su distribucion a lo largo del cerebro y
médula espinal (Adayev et al., 2005).

También se conoce que en algunos o6rganos periféricos del cuerpo (corazon,

pulmoén, intestino, epididimo, testiculo, ovario, entre otros) tienen sitios especificos

de produccioén de serotonina (Fukumoto et al., 2005).

La serotonina es una amina biogénica del grupo de las indolaminas, es sintetizada
a partir del aminoacido esencial L-triptofano (L-Trp). La enzima limitante de la
biosintesis de serotonina es el triptéfano 5-hidroxilasa (TPH). Esta enzima, como su
nombre lo indica, se encarga de agregar un hidroxilo en la posicion 5 del anillo indol
de la molécula del L-Trp, dando origen al 5-hidroxitriptofano e implica la accion de
una de las dos isoenzimas principales en su conversion; la TPH tipo 1 (TPH1), la
cual se localiza en 6rganos periféricos y la isoforma central (TPHZ2; exclusiva del



SNC). Inmediatamente después, enzimas ubicuas como las descarboxilasas de
aminoacidos aromaticos quitan el grupo carboxilo de la molécula, obteniéndose 5-
hidroxitriptamina o serotonina (Gaspar et al., 2003; Walther & Bader, 2003).
Posteriormente la enzima encargada de su catabolismo, la monoaminooxidasa tipo
A (MAOa,; periférica) y/o tipo B (localizada en el SNC); se encargaran de su

catabolismo o degradacion (Walther & Bader, 2003).

Inmediatamente después de su liberacién, las neuronas serotoninérgicas pueden
recapturar de manera activa con apoyo del transportador membranal (5-HT~), el cual
modula la concentracidon de serotonina en el liquido extracelular de los tejidos, ya
que una vez que esta sustancia se produce debe ser transportada hacia las regiones
cerebrales especificas o de los tejidos periféricos. Esta accidn se lleva a cabo por
medio de una proteina vesicular de transporte proteico (VMAT1, VMAT2), que es
capaz de transportar la serotonina dentro del sitio de sinapsis o de su liberacion
para iniciar cascadas de sefializacion por segundos mensajeros (Fukumoto et al.,
2005; Gaspar et al., 2003; Walther & Bader, 2003).

Una parte de la serotonina puede ser inactivada para la formacién de acido 5-
hidroxindoleacetico (5-HIIA) por parte de las enzimas monoaminooxidasa tipo Ay B.
Es en forma de 5-HIIA, como debera ser excretado del organismo por via urinaria.

En algunos estudios relacionados con la fertilidad se ha visto una correlacion
positiva entre mayor cantidad de metabolito 5-HIIA y serotonina con infertilidad en

estos pacientes (i. e. azoospermia; (Ishikawa & Takeshima, 1984).

Por otro lado, los diversos efectos de la serotonina son mediados por via de una
familia extensa de receptores (con 7 subtipos), desde 5-HT hasta 5-HT7, la mayoria
de ellos asociados a proteina G, aunque los del grupo 3 son receptores tipo canal,
ya que estan unidos a un ligando que abre un canal i6nico Na*/K* parecido a los
que son regulados por el acido gamma-aminobutirico (GABA) y acido N-metil-D-
aspartico (Mohammad-Zadeh et al., 2008). Esta asociacion resulta en la

despolarizacion de membrana. Los receptores 5-HT1 Y 5-HTs estan asociados
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negativamente a la adenilato-ciclasa por lo que no hay sintesis de AMPc. La
activacion de los receptores del grupo 2 regulan la produccion de diacilglicerol
(DAG) e inositol trifosfato (INP3), dando como resultado la liberacion de iones de

Calcio (Ca?*) desde las pozas de almacenamiento de las células.

Los demas grupos incrementan la actividad de AMPc (Mohammad-Zadeh et al.,
2008). La serotonina tiene diversas funciones no neuronales, por ejemplo, participa
en la embriogénesis temprana (Buznikov et al.,, 2001; Fukumoto et al., 2005),
(proliferacion celular, migracion, diferenciacién y morfogénesis), el comportamiento
humano (Marino et al., 2010) y existen articulos que mencionan que actua como un
factor de crecimiento en muchos tipos de células no tumorales (Siddiqui et al., 2006).
También, se ha visto implicada en padecimientos como hipertension arterial (Pytliak
et al.,, 2011). Una de las funciones mas estudiadas de la serotonina es la
vasoconstriccion; un incremento en la concentracion de serotonina en el suero
sanguineo de ratas puede provocar disminucion del flujo sanguineo en diferentes

organos, incluyendo al testiculo (Kinson et al., 1973).

Asi mismo, se ha descrito su papel como neurohormona y promueve la
supervivencia celular a través de la regulacion de proteinas anti-apoptéticas tales
como: Bax, Bcl-2, fosfatasa 2A; en drganos como corazoén y pulmon (Mishra et al.,
2006). En la mayoria de las células de los animales existe la maquinaria para
convertir la serotonina en melatonina la cual servira como antioxidante (Zhao et al.,
2019). Es la glandula pineal encargada de sintetizar a partir de serotonina, grandes
cantidades de melatonina, la cual participa en la regulacion de los ciclos luz-
oscuridad y estacionalidad reproductiva de los mamiferos mediante la via N-

acetilserotonina (Mohammad-Zadeh et al., 2008).

En los ultimos anos, se ha llevado a cabo la identificacidn de receptores
serotoninérgicos en el tracto genital del macho y la hembra, lo que ha llevado a
investigar su funcién y participacion en estos. Por esto, basado en la experiencia,

informacion y publicaciones que hemos manejado como linea de investigacion
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generada hace mas de 19 anos, consideramos que la serotonina y sus
componentes pudieran participar en la regulacion de las SSC, sus nichos y la
espermatogénesis por las razones que a continuacién describiremos (Jiménez-Trejo
et al., 2012, 2013, 2018, 2021).

1.5.2 LA SEROTONINA EN LA FISIOLOGIA REPRODUCTIVA MASCULINA

La espermatogénesis en los mamiferos es regulada principalmente por el eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadas (HHG). La produccién de espermatozoides es
controlada por la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH),
que actuan sobre las células de Leydig y de Sertoli respectivamente. Ambas
hormonas son producidas en respuesta a la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) secretada por el hipotalamo (Oatley & Brinster, 2008). A este respecto, la
serotonina participa en la modulacion de la secrecion de gonadotropinas y en el
inicio de la madurez sexual en mamiferos machos, entre otras funciones que

revisaremos (Shishkina & Dygalo, 2000)

La serotonina es una de las neurohormonas principales que actua sobre células
neuroendocrinas dispersas a lo largo del tracto urogenital de los mamiferos,
incluyendo al testiculo, epididimo y prostata en el ser humano. Ejerce un papel en
la contraccion de la musculatura urogenital, emisién de fluidos y en el control del eje

reproductivo (Pavone et al., 2009; Jiménez-Trejo et al., 2021).

La funcion mas conocida de la serotonina en el testiculo es regular el flujo
sanguineo. Sus efectos vasodilatadores se ven predominantemente a nivel arterial.
Su accién es mediante la estimulacion de los receptores 5-HT1 y liberacion
consecuente de 6xido nitrico del endotelio vascular (Angoa-Pérez & Kuhn, 2015).
Se ha mostrado que la inyeccion de dosis altas de serotonina intraperitoneal o
intratesticular induce atrofia testicular, disminucién de la produccion de testosterona,

conteos reducidos de espermatozoides con motilidad y viabilidad disminuida debido

a isquemia parcial en los testiculos (Bartlett et al., 1986; Singh et al., 1990). Estudios
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en humanos mencionan que la hiperserotoninemia (altas concentraciones de

serotonina en suero), induce azoospermia (Gonzales et al., 1989; Jiménez-Trejo et
al., 2012).

También, se ha reportado que la serotonina interfiere con las funciones exocrinas y
endocrinas del testiculo. Por ejemplo, en la rata macho induce un incremento en la
sintesis de andrégenos cuando esta disminuye y genera aumento de la
concentracion espermatica, es decir, presenta aparentemente una correlacion
inversamente proporcional (Kassack, 2002; Jiménez-Trejo et al., 2013; Singh et al.,
1990). Ademas, se ha visto la presencia de serotonina en los espacios intertubulares
(intersticio) del testiculo de ratas adultas, especificamente en las células de Leydig
(Bartlett et al., 1986; Sharpe et al., 1986; Tinajero et al., 1993). Hasta el momento la
unica region del testiculo en la que no se habia identificado la presencia de ésta
indolamina eran los tubulos seminiferos, sin embargo, recientemente, Jiménez-
Trejo et al., (2021), identificaron en algunos linajes celulares la presencia de
marcadores del sistema serotoninérgico dentro de los tubulos seminiferos,
resultados interesantes ya que la actividad de la enzima de degradacion de
serotonina, la MAOa habia sido identificada en las paredes de los tubulos
seminiferos en ratones neonatos, principalmente (Angoa-Pérez & Kuhn, 2015;
Jiménez-Trejo et al., 2021).

La presencia de serotonina en las células de Leydig y no en el lumen de los tubulos
seminiferos, sugiere un mecanismo de proteccion para prevenir el contacto de esta
indolamina con las células germinales, sin embargo, los estudios recientes de
nuestro grupo de investigacion mostraron la presencia de serotonina y de
componentes del sistema dentro de los tubulos seminiferos (Jiménez-Trejo et al.,
2021), indicando una probable interaccién entre las células intersticiales o de Leydig
productoras de androgenos con las células de Sertoli, ademas, de la interaccion que
pudiera tener la barrera hemato-testicular, seguramente como factores reguladores

de la cuenta espermatica. In vitro la serotonina inhibe la sintesis de androgenos, y
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aparentemente es un factor determinante en la sintesis y transformacion de

androstenedional/testosterona en el testiculo (Ellis, 1972).

Se ha observado que el contenido intersticial de serotonina y actividad de MAOa,
asi como la sintesis de andrégenos aumentan al momento del nacimiento de la rata,
coincidiendo con lo que podriamos llamar un “pulso de la mini pubertad” que se
presenta en algunos mamiferos como el humano y disminuye al momento en que
se da el desarrollo testicular, con un pico maximo al llegar a la madurez sexual
(Ruwanpura et al., 2010; Wattanathorn et al., 2018).

La administracion de FSH aumenta la actividad de MAOa, sugiriendo que esta
enzima puede estar bajo control de andrégenos o de gonadotropinas (Diaz-Ramos
et al., 2018). Otras funciones de la serotonina han mostrado que es un factor
promotor del factor liberador de corticotropina (CRF), es decir, un regulador
autocrino negativo en la produccion de AMPc durante la esteroidogénesis
estimulado por la Gonadotropina Coriénica Humana (HCG) en las células de Leydig
(Tinajero et al., 1993). La accion de serotonina es mediada por receptores del
subtipo 5-HT> de alta afinidad y baja afinidad (Dufau et al., 1993).

Se ha mostrado que las células de Leydig y probablemente mastocitos presentan la
maquinaria necesaria para la sintesis de novo de serotonina, almacenandola en
vesiculas secretoras. Estos mastocitos estan presentes en la capsula testicular,
lugar donde se conoce reside un alto numero de mastocitos y la concentracion de
serotonina en el liquido intersticial son aun mayores que en la sangre (Frungieri et
al., 1999; 2002; Gaytan et al., 1992). En ratas un porcentaje de serotonina testicular
proviene del nervio espermatico superior y otro porcentaje importante debe ser
suplido por las arterias de irrigacion (espermatica testicular superior; arteria
cremastérica). Mientras que otra parte se produce y se almacena en forma de
vesiculas en las propias células de Leydig generando un sistema intrinseco de
serotonina. (Frungieri et al., 1999; Jiménez-Trejo et al., 2013, 2020).
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El bloqueo del sistema serotoninérgico con farmacos como la para-cloroanfetamina
(PCA), en ratas induce disrupcion de la espermatogénesis en la que se pierden
principalmente las espermatidas y los espermatocitos primarios y secundarios, pero,
interesantemente, las espermatogonias no se ven afectadas (Aragén et al., 2005).
Sin embargo, la accion de la serotonina no se limita al eje HHG, ya que se encuentra
presente en los testiculos, el epididimo y en la parte proximal de los conductos
deferentes, asi como en espermatozoides de humano, ratas y equinos (Frungieri et
al., 2002). Por otra parte, Tinajero et al. (1993), Demostraron que la LH es un
estimulo para su liberacion en las células de Leydig via dependiente de AMPc por
lo que se considera existe un mecanismo autocrino entre la sintesis y regulacion por
parte de la serotonina hacia la testosterona (T4) en la célula de Leydig, sin embargo,
la manera en la que la serotonina regula las funciones testiculares sigue siendo

desconocida.

La presencia de MAOa observada en la cabeza y parte media del espermatozoide
indican degradacion activa (Jiménez-Trejo et al., 2012). Con toda esta evidencia se
sugiere que puede existir una fraccion sintetizada, almacenada y probablemente
liberada de serotonina en los espermatozoides durante la capacitacion espermatica
en el tracto reproductor de la hembra o que probablemente su presencia local en el
tracto genital de la hembra promueva reacciones fisiolégicas en los
espermatozoides (remocion de glicoproteinas como lectinas durante la capacitacion

espermatica), durante su transito.

Por ultimo, vale la pena recordar que un conocimiento mas preciso de los
mecanismos que involucran el papel de la serotonina en la espermatogénesis y en
los espermatozoides durante su maduracién en el epididimo y en los procesos de
capacitacién en el tracto femenino de mamiferos puede ser util para el desarrollo de
un método anticonceptivo masculino y/o en el tratamiento de la infertilidad a través
de métodos de reproduccion asistida (fertilizacion in vitro), junto a la importancia
que el linaje de células troncales mas primitivas en los testiculos son requeridas

para una adecuada cuenta espermatica y su importancia en enfermedades de tipo
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cancerigeno, tales como seminoma de células troncales espermatogénicas, de ahi
recalcamos la importancia de continuar con esta linea de trabajo para culminar con

esta primera tesis.

1.5.3 LA SEROTONINA IMPLICADA EN EL SUPERVIVENCIA DE CELULAS

TESTICULARES
Hasta nuestro estudio, no existian datos sobre la participacion de la serotonina en
la regulacion y supervivencia de las SSC, menos aun en SSC tipo As. Como
previamente se menciond, esta neurohormona funge como un regulador muy
importante de actividades morfogenéticas en la fisiologia de los mamiferos
incluyendo la neurogénesis en el adulto, la proliferacién celular, la migracion, la
diferenciacion y la muerte celular entre otras funciones en diferentes 6rganos y
tejidos (Mohammad-Zadeh et al., 2008). En otros linajes celulares aun existe
controversia sobre el efecto que tiene sobre la muerte celular, en SC neuronales
promueve la expresion de la proteina Bcl-2 que tiene accion anti-apoptética (Naoi
et al., 2018; Yuksel et al., 2019), mientras que la inhibicion de serotonina en células
cardiacas provoca la regulacion negativa de Bcl-2 e incremento en la muerte de las

células por la via dependiente de caspasas (Rajesh et al., 2006).

Recientemente, se ha observado relacion entre la activacion de algunos receptores
de serotonina (5-HT1a y 5-HT24) y la estimulacion de la apoptosis por distintas vias
de senalizacion que confluyen en la activacion de la caspasa 3 (Meller, 2007;
Méndez-Palacios et al., 2016).

Antecedentes solidos para la realizacion de este trabajo se basan en los estudios
de Syed et al., (1999), quienes mostraron que los espermatocitos en la fase de
paquiteno son capaces de inducir la expresion de uno de los receptores por las
células de Sertoli, aunque en este trabajo los autores no describen exactamente

qué tipo de receptor 2 es el que se induce (Syed et al., 1999). Ademas, en ratas

viejas en las que se presenta regresion testicular se observa la pérdida de SSC en
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el epitelio seminifero, donde existe una regulacién negativa de la expresion del
ARNmM para el receptor de serotonina en las células de Sertoli, estos hallazgos
sugieren que pudiera tener un papel fundamental en regular el funcionamiento de
las células germinales y la espermatogénesis, asi como en el mantenimiento del
nicho de SSC en los mamiferos (Syed & Hecht, 2001). Por ultimo, en invertebrados
se ha mostrado la participacion del sistema serotoninérgico en la maduracién de
células germinales femeninas, ya que es un inductor natural de la transicion G2/M

en el ciclo celular de ovogonias de estas especies (Durocher & Guerrier, 1996;

Stricker & Smythe, 2001). Se conoce que, dependiendo del receptor activado en

células germinales, puede inducir procesos de apoptosis (Chilmonczyk et al., 2017).

En los machos adultos, la apoptosis de SSC durante la espermatogénesis juega un

papel muy importante en la produccion espermatica normal. En los testiculos de
mamiferos adultos, entre el 25-75% de los espermatozoides potenciales se
degeneran y mueren generalmente cuando existe abstinencia. Eventos de
apoptosis espontanea se han observado en las espermatogonias, los
espermatocitos y las espermatidas de ratas adultas (Dai et al.,, 2017).
Generalmente, se acepta que la apoptosis espermatica esta bajo control hormonal
(LH y FSH). La supresion de gonadotropinas y testosterona promueve la apoptosis
en los testiculos. Tanto el receptor Fas como la proteina p53 estan involucrados en
la apoptosis testicular de las SSC (Dai et al., 2017; Sasagawa et al., 2001).
Recientemente, con técnicas de autotrasplante de testiculos en primates se ha
logrado generar “organoides” en los que su histomorfologia semeja un testiculo con
presencia de células parecidas a espermatozoides los cuales in vitro y con técnica
de ICSI (siglas en ingles), han logrado un desarrollo embrionario y fetal exitoso con
crias de la misma especie sanas (Bourdon et al., 2021; Richer et al., 2020).

Otros estudios sugieren que organelos como las mitocondrias son indispensables

para la evaluacion de la calidad y funcionalidad de células espermaticas (Moraes &

Meyers, 2018), esto es debido al hecho de que las mitocondrias contienen su propio
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genoma de ADN independiente al del nucleo y pueden generar potenciales de
membrana mitocondrial que puede ser facilmente cuantificados con técnicas in vitro
para reflejar la integridad del ADN o bien para evaluar la motilidad en células
diferenciadas como es el caso de los espermatozoides (Amaral & Ramalho-Santos,
2010; Carra et al., 2004). Debido a que el mantenimiento del potencial de membrana
mitocondrial con carga negativa es un requisito previo en las mitocondrias para
poder producir ATP y poder mantener un estado energético alto o bajo dependiendo
de sus necesidades, este organelo es importante para estudios de su propia

actividad a través de sondas fluorescentes indicadoras de su potencial de

membrana mitocondrial (Mitotracker; (Gillan et al., 2005)), para evaluar la salud

mitocondrial y la calidad celular (Liesa et al., 2009).

1.6 LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL Y SU EFECTO EN LA REPRODUCCION
SEXUAL EN MACHOS

El interés en evaluar la actividad mitocondrial deriva de la importancia de las
mitocondrias en la produccion de ATP, actividad de fosforilaciéon oxidativa y en la
participacion de la motilidad espermatica y durante el proceso de fertilizacion
(O’Connell et al., 2002). Desde hace mas de dos décadas se conoce que la actividad

mitocondrial puede ser evaluada simultaneamente con marcadores fluorescentes.

El estudio de la actividad mitocondrial en espermatozoides se ha dado como una
herramienta de medicion para la viabilidad y/o la capacidad de fecundacion ya que
muchas veces estas muestras de espermatozoides pasan por un estado de
criopreservacion (Celeghini et al., 2008; Gillan et al., 2005), proceso que puede
tener efectos desfavorables en cuanto a la congelacion de la parte intermedia del
espermatozoide y la ruptura de la membrana por cristales de agua (Figueroa et al.,
2016; Pefia et al., 2015).
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Por otro lado, la disminucién de la motilidad puede ser atribuida a la perdida de la
funcion mitocondrial (O’Connell et al., 2002; Pefia et al., 2015) y la ruptura de la
membrana mitocondrial puede ser un acontecimiento inicial potenciador de la
muerte celular, ya que lleva a la disminucion y cese de las funciones primero de la
mitocondria y después de todo el aparato interno de los espermatozoides (Celeghini
et al., 2008). Sin embargo, la susceptibilidad de las membranas plasmaticas y
mitocondrial para la criopreservacion puede diferir dependiendo del tipo de
crioprotector utilizado (O’Connell et al., 2002). Por lo que, una herramienta utilizada
es la citometria de flujo lo que nos permite evaluar y separar células especificas y/o
espermatozoides dependiendo de la buena calidad y esto basado en el principio de
cuantificar y examinar la integridad de las mitocondrias entre otras pruebas

funcionales (i. e. integridad nuclear; Marchetti et al., 2002).

1.7 EL USO DE CITOMETRIA DE FLUJO COMO UNA HERRAMIENTA EN LA
FISIOLOGIA DE LA REPRODUCCION
1.7.1 EL SORTING COMO UN METODO DE AISLAMIENTO DE CELULAS SSC

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medicidén rapida de
ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en

liquido que producen una sefal de forma individual al interferir con una fuente de

luz (Adan et al., 2017).

Una de las caracteristicas analiticas mas importantes de los citometros de flujo es
su capacidad de medir multiples parametros celulares al mismo tiempo, como el
tamano, forma y complejidad y, por supuesto, cualquier componente celular o
funciéon que pueda ser marcada con un fluorocromo (Adan et al., 2017; Ibrahim &
van den Engh, 2007). La citometria constituye un complemento valioso de las
técnicas clasicas utilizadas para el estudio de la morfologia, biologia y bioquimica
celular. Aunque, desde el punto de vista cronologico, la citometria de flujo es una

tecnologia relativamente reciente, sus caracteristicas especiales como una
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herramienta para el analisis celular han hecho que en la ultima década su uso se
haya extendido de forma rapida, desde los laboratorios de investigacion basica

hasta los laboratorios clinicos (Gonzalez de Buitrago, 2010).

La citometria de flujo representa un método rapido objetivo y cuantitativo de analisis
de células, nucleos, cromosomas, mitocondrias u otras particulas en suspension. El
principio en el que se basa esta tecnologia es simple: hacer pasar células u otras
particulas en suspension alineadas y de una en una por delante de un haz luminoso.
La informacion producida puede agruparse en dos tipos fundamentales: la generada
por la dispersion de la luz y la relacionada con la emision de luz por los fluorocromos
presentes en la célula o particula al ser excitados por el rayo luminoso. Las sefales
luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos que se amplifican y se
convierten en sefales digitales que son procesadas por una computadora (Adan et
al., 2017; Ibrahim & van den Engh, 2007).

La separacion de células activadas por fluorescencia o sorting en un equipo FACS-
Calibur (BD Biosciences, CA), permite In vitro realizar clasificaciones celulares y
existen datos que corroboran su eficiencia en células inmunologicas desde
aproximadamente cuatro décadas, pero el uso de estos equipos para el aislamiento
de células tipo troncales o Stem cell es relativamente actual. Sin embargo, con el
continuo desarrollo de la ciencia y la tecnologia, ha hecho que el aislamiento por
FACS se haya convertido en una herramienta poderosa para la clasificacion y
analisis de varios linajes celulares. Los principios basicos de FACS es que a partir
de una mezcla heterogénea de células, las de interés son marcadas con anticuerpos
fluorescentes altamente especificos y se pasan a través de un sistema laser,
mediante el cual, se activan las fluoresceinas, estas emiten una cierta longitud de
onda altamente especifica que puede ser capturada y agrupada para ser analizadas
por un equipo de citometria de flujo y por consiguiente las células con caracteristicas
similares de emisién e interés son separadas. El sorting como herramienta se

caracteriza por:
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1. La recuperacion o recovery que es el porcentaje de particulas sorteadas
recogidas en el colector del total de las particulas activadas por el equipo de

sorting.

2. La pureza: se refiere al porcentaje de particulas sorteadas recogidas que

cumplen los criterios seleccionados en funcion del total sorteado v,

3. El rendimiento que es el porcentaje de particulas recogidas que cumplen los
criterios seleccionados en funcién de las particulas que tedricamente lo

cumpliria.

En resumen, el uso de la citometria de flujo para el estudio de las SSC en la
medicina veterinaria es relativamente actual, por lo que la optimizacion de este tipo
de técnicas nos podra ayudar en el aislamiento, procesamiento y manejo de estas
células dado que la aplicacion de SSC aisladas que hayan sido previamente
separadas y cultivadas in vitro nos permitira desarrollar una herramienta terapéutica
que pueda dar una solucion a patologias como la infertilidad, cancer testicular y en

un futuro garantizar la sobrevivencia de especies en peligro de extincion.
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I.JUSTIFICACION

En los ultimos afos, nuestro grupo de investigacion ha estudiado el papel de la
serotonina y su funcionamiento en diferentes organos y tejidos del aparato
reproductor masculino de diversos mamiferos mostrando que esta neurohormona
esta implicada en la funcionalidad de los procesos de maduracion espermaticay en
la motilidad de espermatozoides recién eyaculados, ademas se logré la
caracterizacion de un sistema local serotoninérgico en los testiculos de ratas adultas
(Jiménez-Trejo et al.,, 2007; 2012, 2013, 2015, 2021), lo que nos ha permitido
continuar el estudio de la participacion de esta indolamina en el tracto reproductor
masculino. Sin embargo, pese a todo lo descrito anteriormente, no existen datos
que relacionen el efecto que tiene la serotonina y sus componentes en la
participacion de la viabilidad de las SSC de tipo As y muchos menos en el estado
energético que puede conferir la serotonina sobre las mitocondrias en un modelo in
vitro, por lo que es importante, ademas, conocer los mecanismos de accién que
tiene la serotonina sobre proliferacion, viabilidad o diferenciacion de las SSC As en

el mediano plazo.

M. HIPOTESIS
La serotonina tiene efectos bioldgicos sobre las SSC As aisladas de un cultivo

primario de células testiculares de rata wistar.

IV. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar a las SSC As aisladas de un cultivo primario de células testiculares de
rata wistar para establecer la participaciéon que tiene el efecto de la serotonina a
nivel de la actividad mitocondrial.
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OBJETIVOS PARTICULARES

« Aislar las células de tipo SSC As de cultivos primarios de testiculo de rata
wistar con el uso de sorting.

« Caracterizar las SSC aisladas mediante marcadores de pluripotencia CD?9,
OCT4, c-kit, SOX-2 y AP2y con el uso de inmunofluorescencia.

+ |dentificar marcadores serotoninérgicos en células SSC As como son TPH1,
5-HT, Receptores 5-HT1s, 5-HT2a, 5-HT3a, MAOa, 5-HTTy VMATI.

« Evaluar la funcién mitocondrial en las SSC As mediante estimulos exdégenos
de serotonina bajo una curva de dosis-respuesta a tiempos de 5, 10 y 30 min.

+ Identificar el mecanismo por lo cual la serotonina aumenta la funcion

mitocondrial.

V. MATERIAL Y METODOS

5.1 SELECCION DE LA POBLACION

El estudio se realizo utilizando como modelo animal ratas recién nacidas (n= 45) de
sexo masculino (15 dias de edad), de la cepa Wistar, libres de patégenos
especificos o SPF (siglas en inglés de Specific Pathogens Free), y contenidas en
microaisladores con agua y alimento con la madre hasta ese dia de destete, otros
animales de edad mas adelantada se les suministro alimento a libre acceso. La
eleccion para los estudios justo a la edad de 15 dias de nacidos, se origind porque
a esa edad se considera una fecha previa al inicio de la espermatogénesis en ratas
y bajo la perspectiva a mediano y largo plazo de encaminar estudios en animales y
humanos con problemas de infertilidad originados por diversas causas etiolégicas y
con la finalidad de generar terapias de mantenimiento de SSC en técnicas de cultivo
celular para autotransplante y/o exotrasplante, ademas de aportar conocimientos
acerca de la importancia de la serotonina en algunos procesos durante la
espermatogénesis. Las ratas de 15 dias de edad aun sin destetar estuvieron
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localizadas en el Piso 10 de la Torre de Investigacion lugar donde se localiza el
bioterio y fueron utilizadas en las siguientes etapas del proyecto:

5.2 ETAPA |. OBTENCION DE LOS ORGANOS REPRODUCTIVOS DE RATAS
WISTAR MACHO

Para la obtencion de los 6rganos reproductivos de la etapa 1, las ratas de 15 dias
de edad fueron anestesiadas con una dosis de Pentobarbital sddico (40 mg/kg de
peso corporal), diluido en solucion salina fisiolégica (1:1). Previo uso de Xilacina
(Rompum®; 2mg/kg peso; Laboratorios Bayer) como relajante muscular. Se incidié
el escroto en su linea media y se des-encapsularon, exponiendo los testiculos para
ligar y cortar el cordon espermatico liberando de esta forma los testiculos. Los
testiculos fueron colocados en medio de cultivo celular (ver mas adelante).
Terminada la extraccion de los dérganos, los animales fueron anestesiados
profundamente con pentobarbital sédico (140 mg / kg de peso) diluido 1:1 con
solucion salina para cesar las funciones fisiologicas e iniciar inmediatamente el
cierre por capas de los tejidos. Los tejidos incididos fueron suturados con acido
poliglicélico (Vicryl 3-0) y sus restos organicos se colocaron en bolsas de color
especifico (bolsa amarilla), para desecho de tejidos o restos animales bien sellada
y etiquetada. Los cuerpos se trataron de manera digna y respetuosa. Al finalizar,
sus restos se trasladaron al contenedor para cadaveres el cual se localiza en el piso

10 de la Torre de Investigacion del INP.

Todo el manejo descrito estuvo contemplado de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-1995- SEMARNAT-SSA1-2002 que establece los
requisitos para el manejo de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI),
que se generan en establecimientos que presten servicios de atencién médica. El
punto final de los animales se determiné cuando sus funciones fisioldgicas de pulso,
frecuencia cardiaca y respiratoria cesaron. Es importante mencionar que este
proyecto conto con el apoyo de los Proyectos 014/2016 y 046/2019 con aprobacién
de los Comités de Investigacion, de Bioseguridad y CICUAL del INP y el apoyo del

Laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la misma Torre de Investigacion.
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5.3 ETAPAII: AISLAMIENTO CELULAR DE SSC MEDIANTE LA
ESTANDARIZACION DEL CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS
TESTICULARES

Las espermatogonias fueron aisladas a partir de un cultivo primario de células
testiculares como se describe (Izadyar, 2002; D. G. Rooij et al., 2002). Después de
la eliminacion de la tunica albuginea, los testiculos se lavaron tres veces en solucion
salina equilibrada de Hank (HBSS; Life Technologies S.A. Madrid, Espafia),
disgregando en una Placa de Petri de 10 cm con micro-tijeras de diseccion durante
10 minutos y al termino el contenido fue transferido a un tubo de centrifuga conico
de 50 ml con 20 ml de HBSS.

Los tubos fueron incubados a 37°C durante 15 min. El sobrenadante se descarto, y
los fragmentos de testiculo se lavaron dos veces con HBSS seguido de incubacién
en una mezcla vol. 1:0.4 de tripsina al 0.25% (Gibco por Life Technologies), a 37 °C
por 10 minutos. La tripsina se neutralizé en una proporcion 1:2 con el volumen de
medio de cultivo: DMEM con Suero fetal bovino (SFB) 10% y el tejido se resuspendio
con micropipeta con la finalidad de realizar una disgregacion mecanica, al menos
20 veces. Las muestras en suspensién se pasaron a través de un filtro de Falcon™
cat. 352350 de 70um para eliminar los restos de fragmentos de tejido. Se
precipitaron por centrifugacion a 1500 rpm por 5 min y se descarto el sobrenadante.
Por ultimo, se realiz6 una estimacion de la viabilidad celular mediante tincion con
azul tripan (0,4%, p / v) en un microscopio de campo brillante. La suspensién celular
se incubo en DMEM-F12 a 37 -C y 5% de CO2 (Herrid et al., 2009; Wu et al., 2011).
Las células se cultivaron en DMEM con alto contenido de glucosa (Invitrogen ™)
suplementado (completo DMEM) con 10% de suero fetal bovino (SFB; Invitrogen
™), 1% Glutamax (Invitrogen ™) y 1X de Anti-Anti (Invitrogen ™).

Las células testiculares permanecieron en suspension durante 30 minutos y en

incubacién. Transcurrido este tiempo se tomo de la suspensidén celular una alicuota
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de 1 ml y se sembrd en una caja petri de 35 mm y se le agrego 1.5 ml de medio de
cultivo, este cultivo se dejo 24 horas que posteriormente se utiliz6 como un nicho,

cuando se realiz6 el sorting o separacion para obtener las SSC As.

5.4 CARACTERIZACION DE CELULAS CD9* MEDIANTE MARCADORES
TRANSMEMBRANALES

Posterior a la obtencidn del cultivo primario, se prepard una suspension celular y se
centrifugo a 1500 rpm durante 5 minutos posteriormente se re-suspendieron en
100ul de PBS/SFB al 1%. Se incubardn con un anticuerpo CD9 con Alexa Flour 647
(Thermo Fisher SC), ademas de su iso6tipo IgG1 con APC (APC es una
inmunoglobulina de aloficocianina y es un pigmento fotosintético accesorio, tiene
seis cromoforos de ficocianobilina por molécula, lo que lo convierte en un
fluorocromo brillante que es muy adecuado y altamente especifico para aplicaciones
de citometria de flujo. La inmunoglobulina APC se seleccion6 como un control de
isotipo este es utilizado para la deteccion de fondo bajo en una variedad de células
humanas y de roedores (BD Biosciencies, CA; Becton, Dickinson and Company) en
diluciones 1:200 y se dejaron incubando por 20 minutos en oscuridad y a una
temperatura de 4°C.

Transcurrido el tiempo se realizaron 3 lavados con PBS y se centrifugaron a 1500
rom por 5 minutos para cada uno. Posteriormente se le adiciono el colorante de
viabilidad Zombie Violet ™ (el cual corresponde a un colorante fluorescente reactivo
con aminas que no es permeable para células vivas, pero si para las células con
membranas comprometidas o células “muertas). Por lo tanto, se utiliza para evaluar
el estado de viabilidad celular; proporciona fluorescencia violeta, lo que lo hace
adecuado para no interferir con las otras lecturas de nuestros otros fluoréforos;
marca: BioLengend) 1:2000 y se incubaron a temperatura ambiente por 20 min.

Transcurrido el tiempo se realizaron 3 lavados con PBS/SFB al 1%.
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5.5 SEPARACION CELULAR MEDIANTE SORTING

Basados en los principios de la técnica de sorting se realizaron graficos de
dispersion frontal y lateral para excluir ciertos tipos celulares de acuerdo a sus
caracteristicas fisicas, como se mencioné en la introduccion estas células miden
aproximadamente ~20 um por lo que este tipo de instrumento nos permite descartar
residuos celulares y agregados de gran tamafo que posiblemente podrian ser
células SSC mediante los parametros de FSC y SSC. Posterior a este analisis se
clasificaron por la fluorescencia emitida por la inmunodeteccidon. Las células se
clasificaron y se obtuvieron rendimientos de 150,000 células / h aproximadamente
y se mantuvo el sorting durante 2 horas en condiciones controladas de temperatura
de 36 °C y agitacion constante. Nuestro mayor rendimiento alcanz6 350,100 células
y se recolectaron en tubos de microcentrifuga que contenian medio de cultivo

DMEM-F12 y se mantuvieron a 36 °C durante el proceso de separacién en FACS.

Después de la separacion de CD9", las células se cultivaron en medio DMEM-F12
en condiciones controladas de 37 °C y 5% de CO2 donde permanecieron para su
posterior analisis. Cabe sefalar que los parametros de pureza, recuperacion y
rendimiento fueron obtenidos con ayuda del especialista en Sorting: Carlos
Castellanos Barba del Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo encargado del
equipo FACS Aria.

5.6 PRUEBAS DE IMNUNOFLUORESCENCIA PARA EL SISTEMA
SEROTONINERGICO

Las células SSC As CD9* se montaron en portaobjetos recubiertos de gelatina y se
fijaron en Paraformaldehido (PFA 4%), al 4% disuelto en PBS durante 30 minutos.
Para la inmunohistoquimica, la actividad enddégena de la peroxidasa se inactivo
previamente incubando los portaobjetos en una solucion que contenia peroxido de
hidrégeno al 0.3%. Después del lavado, las secciones se incubaron con solucién de
bloqueo (3% de albumina de suero bovino, 0,3% de Triton X-100 y 0,025% de azida
sédica en PB) durante 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente las
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muestras se incubaron toda la noche a 4° C con el anticuerpo primario. La
informacion sobre la especificidad y la reactividad cruzada de cada anticuerpo fue
proporcionada por los proveedores: 1) anti-5-HT monoclonal de ratén (5HT; 1:
100, GeneTex, Inc., IRVINE, CA, EE. UU.); 2) anti MAOa (H-70; sc-20156; Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EE. UU.), Para detectar zonas
catabolizadas a 5-HT en testiculos; 3) anti TPH (C-20; sc-15116), 4) anti 5-HT1s
(SR-1B; M-19; sc-1461), 5) anti 5-HT2a (D-20; sc-32538), 6) anti 5-HTsa (SR-3A, C-
20; sc-19152) 7) 5-HT+ (ST (N-14; sc-14519), fueron todos anticuerpos policlonales
de cabra (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz , CA, USA). 8) anti GATA-4
(G-4; sc-25310; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA), para
identificar células de Sertoli (Kyronlahtia et al., 2011) para los marcadores de
pluripotencia:, 9) c-Kit, (E-3; sc-365504; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, EUA), 10) SOX2, (E-4; sc-365823; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, EUA), 11) OCT4 (C-10; sc-5279; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, EUA)y 12) AP2Y (6E4/4; sc-12762; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, EUA),

Los anticuerpos se diluyeron en solucion de bloqueo. Después de 3 lavados con
PBS, las secciones se incubaron dos horas a temperatura ambiente con los
anticuerpos secundarios correspondientes acoplados con enzima peroxidasa o
fluorocromo (Santa Cruz Biotechnology Inc), diluido 1: 200. En los experimentos de
control, los portaobjetos se incubaron con suero preinmune y/o se omitieron los
anticuerpos primarios. Los experimentos se realizaron por triplicado (en base al
protocolo descrito por Jiménez-Trejo et al., 2021). Las secciones se visualizaron y
las imagenes se obtuvieron usando un microscopio Nikon E600 equipado con una
camara digital (Digital Sight DS-5M, Nikon, Melville, NY). Las imagenes se
digitalizaron y las figuras se elaboraron con Adobe Photoshop CS5.1 version 12.1
X64 (Adobe Systems Incorporated, San José, CA, EE. UU).
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5.7 DETERMINACION DE LA FUNCION MITOCONDRIAL CON EL USO DE
COLORANTES POR CITOMETRIA DE FLUJO

Las células CD9* fueron marcadas con Mitotracker-Red FM ™ (Thermo Fisher,
scientific cat. M22425) con las especificaciones del proveedor a una concentraciéon
de 200 nM. Posteriormente se separaron 4 grupos:

o Grupo 1: Células CD9* sin mitotracker,

o Grupo 2: Células CD9* tratadas con serotonina,
o Grupo 3: Células CD9* con mitotracker y serotonina

o Grupo control de isotipo APC.

Se dieron tratamientos de serotonina a concentraciones de 1, 10 y 50 uM para
realizar una curva dosis-respuesta y observar la viabilidad de las células después
de los estimulos (Meizel & Turner, 1983; Jiménez-Trejo et al., 2012), posteriormente
se realizd un ensayo para observar la funcion mitocondrial en los tiempos 0, 10 y 30

minutos con el estimulo de serotonina.

Los resultados fueron capturados en un equipo para citometria de flujo de tipo
Attune Next® en los canales rojo R1 se ley6é el CD9" que este acoplado a una
fluoresceina de tipo Alexa Flour que absorbe 647 nm, Violeta V1 para el marcador
de viabilidad Zombie Violet ™ que absorbe a una longitud de onda de 403 nm,
Amarillo Y1 para el Mitotracker ® Red FM que absorbe a una longitud de onda de
581 nm. Asi mismo, se construyd un panel multiparamétrico con sus matrices de
compensacion, en este caso cada fluorocromo se encontraba en canales diferentes
por lo que la compensacion se realizé como un control analitico de la técnica y no

para corregir las absorbancias.
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5.8 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS FOSFORILADAS DE
TIROSINA'Y DEL FACTOR LIBRERADOR DE CORTICOTROPINA

Para los ensayos de fosforilacion de tirosinas utilizamos el anticuerpo:
Phosphotyrosine Monoclonal antibody (pY20), acoplado a HRP de Invitrogen (03-
7720), y para la expresion del Factor Liberador de Corticotropinas (FLC), fue
utilizado el anticuerpo: CRF-BP (G-2; sc-365427; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, EUA mouse monoclonal).

Posterior al estimulo de 5-HT, las células se separaron en dos grupos (con y sin
estimulo de serotonina), fueron fijjadas en una solucion de metanol-acetona a
concentraciones 2:1 para disminuir la autofluorescencia y el frotis fue realizado
también en portaobjetos gelatinizados para evitar su desprendimiento, después de
3 lavados de 5 minutos cada una de las preparaciones fueron colocadas en una
solucién desenmascaradora de antigenos (citrato de sodio 0.5mM) a temperatura
de 55°C aproximadamente durante 20 minutos para desnaturalizar las proteinas.
Después de 3 lavados se utilizé suero de bloqueo por 1 hora y se agregdé el
anticuerpo primario correspondiente a cada marcador durante toda la noche a 4°C
(Fosfotirosinas, CREBp o FLC), al siguiente dia se lavaron las preparaciones del
anticuerpo primario (3 lavados cada uno de 5 minutos), y se colocé el anticuerpo
secundario acoplado a fluoréforo o a perédxido de rabano (HRP), esté ultimo para su
acoplamiento y amplificacién de la sefal y poder ser revelado con diaminobencidina
en combinacion con peréxido de hidrogeno y ser visualizadas las células en campo
claro bajo el microscopio optico. Por otro lado, para las imagenes en fluorescencia
se utilizé un microscopio Nikon E600 equipado con una camara digital (Digital Sight
DS-5M, Nikon, Melville, NY). Las imagenes se digitalizaron y las figuras se
elaboraron con Adobe Photoshop CS5.1 versién 12.1 X64 (Adobe Systems
Incorporated, San José, CA, EE. UU).
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VI. RESULTADOS

6.1 IDENTIFICACION Y LOCALIZACION DE CELULAS CD9* MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO.

Como ya se mencion0, se realizaron varias pruebas para estandarizar la edad
adecuada en la cual tendriamos un mayor numero de SSC As durante el sorting. Se
obtuvieron una serie de ensayos con animales (n=5) a diferentes edades: 10, 15y
25 dias post nacimiento como se muestra a continuacion. Todos los ensayos
partieron de las mismas condiciones desde la obtencion de un cultivo primario de
células testiculares hasta el analisis de doble inmunomarcaje, uno para CD9* AF y
otro para para detectar viabilidad mediante el colorante Zombie Violet (ZV).
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FIGURA 1 Analisis para la poblacion SSC CD9, mediante citometria de flujo. Dot plot para estandarizar la edad de las
ratas en la cual se obtuvo mayor numero de células CD9+ A) Dot plot para la edad de 10 dpn, en la zona Q2 muestra un
0.14% de SSC As y en color rojo se muestra la poblacién de células testiculares. B) Dot plot que muestra el analisis de la
ancenstria de la poblacién para la seleccion de CD9+. C) Dot plot para la edad de 15 dpn, en la zona Q2 muestra un 12.1%
de SSC As y en color azul se muestra la poblacién de células testiculares. D) Dot plot para la edad de 25 dpn, en la zona Q2
muestra un 7.56% de SSC As y en color anaranjado se muestra la poblacién de células testiculares. Datos obtenidos en un
Attune NXT, CD9 647 nm y ZV 403 nm. Porcentaje obtenido por un total de 2.5 millones de eventos /2 ml.
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De esta manera, se caracterizé la poblacién de interés en donde se observd un
mayor numero celular de dobles positivas en animales a los 15 dpn como se puede
observar en el cuadrante Q2. Ademas, se realizd el control de Isétipo APC, esto
para descartar fluorescencia inespecifica de CD9 en nuestras células. A
continuacion, se muestran los dot plot que justifican el analisis metodologico seguido

para la seleccion de la edad.
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FIGURA 2. Andlisis para la poblacién SSC As CD9+, mediante citometria de flujo. Dot plot para 15 dpn. A) Dot plot para
las células sin tincién en color negro; se muestra la poblacién de células testiculares. B) Dot plot para la edad de 15 dpn, en
la zona Q2 muestra un 12.1% de SSC As y en color azul se muestra la poblacién de células testiculares. C) Dot plot para el
control del Isétipo APC a los 15 dpn en la zona Q2 muestra un 3.92% y en color verde se muestra la poblacion de células
testiculares. Datos obtenidos en un Attune NXT, CD9 647 nm y ZV 403 nm. Porcentaje obtenido por un total de 2.5 millones
de eventos /2 ml.
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6.2 SEPARACION CELULAR DE CD9* MEDIANTE LA TECNICA DE SORTING

Se realizé la separacion de las células CD9* en el Laboratorio Nacional de
Citometria de flujo y se validé la linea con a los parametros de pureza del equipo
FACSARIA y siguiendo los estandares de la calidad de la NMX-CC-9007-IMNC-
2015/ 1SO 9001:2015.

B) Seleccionar el tamafio de particulay los C) Sorting de la suspension de células

A) Calibracién y limpieza del equipo ; A )
) ylimp! quip canales para la recuperacion celular. testiculares y recoleccion.

FIGURA 3. Equipos y software de FACSARIA utilizados para el sorting de la poblacion SSC As. A) Foto del Equipo
FACSARIA durante la calibracién mecanica del equipo. B) Foto de la calibracién del software para hacer la determinacion del
tamario de particula y validacién del sorting mediante perlas. C) Imagen que muestra en tiempo real la separacion de las
particulas y comportamiento de la poblacién SSC As.

Se realizaron durante esta investigacion seis procesos de sorting como se muestra
en la siguiente tabla y se obtuvo un rendimiento aproximadamente del 11 % de SSC
CD9* por ensayo.

Fecha # células testiculares / 2 ml # de células sorting CD9+
21 febrero 2019 1.8 millones 200,000
14 marzo 2019 2.2 millones 250,200
28 marzo 2019 2.8 millones 290,400
18 abril 2019 3.1 millones 350,100
16 mayo 2019 3.1 millones 320,200
14 junio 2019 3.0 millones 305,750
Promedio 2.6 millones 286,108
Rendimiento 18.6 millones 11% de SSC

TABLA 1. Muestra de la periodicidad y rendimiento del sorting. En la tabla se muestran las fechas en que realizaron los
ensayos de sorting, todos los ensayos se realizaron bajo un control estricto del Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo,
con los parametros que ya se habian estandarizados.
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Posterior al sorting CD9" y ZV*, se obtuvieron las células SSC As que fueron
sembradas en cajas Petri que contenian un co-cultivo de células de Sertoli e
incubadas en condiciones DMEM-F12 a 37 -C y 5% de CO2 (ver figura 4). Este tipo
de cultivo le confieren a las SSC ciertos factores de crecimiento como el GNDF que
son necesarios para su autorrenovacion. Se cultivaron alrededor de 100,00 células
por pozo y se mantuvieron en condiciones viables durante 48 horas, posterior a este
tiempo se realizaron conteos de 180 — 205 mil células por caja. Dentro de las
caracteristicas morfoldgicas de las SSC se encuentran, que son células redondas,
pequefas (<25 um) y con gran cantidad de heterocromatina granular (Hai et al.,

2014).

FIGURA 4 Micrografia representativas de los co-cultivos de la poblacion SSC As en campo claro. Se muestra una foto
representativa de los co-cultivos a las 48 horas, las fechas sefalan células SSC As que se obtuvieron del sorting, estas células
no se adhieren al fondo de la caja y se mantienen flotando lo que forma otra de sus caracteristicas unicas. Escala de 100 um
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6.3 IDENTIFICACION DE MARCADORES DE PLURIPOTENCIA EN CELULAS
SSC

Se determino la presencia de marcadores de pluripotencia en las SSC As por
inmunofluorescencia para OCT4, c-kit, SOX-2 y AP2y. Se observa que OCT4 esta
expresado en el citoplasma y posiblemente en la membrana plasmatica, no se
observo fluorescencia en controles negativos (recuadro Figura 5A), confirmando la
tincion especifica de OCT4 en células SSC As. De acuerdo con la literatura se sabe
que c-Kit esta presente en espermatidas redondas y en espermatocitos de etapa
tardia, pero no en espermatogonias, nosotros encontramos c-Kit expresado en el
citoplasma de la célula (figura 5B). SOX-2 se encuentra expresado en el citoplasma
(figura 5C) y al igual que OCT4 son marcadores claves en el desarrollo embrionario.
AP2y (figura 5D), se encuentra expresado en el nucleo de las SSC As, se ha
reportado que este marcador este asociado con el desarrollo temprano en
especifico con la morfogénesis.
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FIGURA 5. Inmunofluorescencia para la expresion de OCT4, c-kit, SOX-2 y AP2 gama en SSC As. A) OCT4 se observa
una localizacion en el citoplasma(rojo), el recuadro representa el control negativo de la técnica; B) c-Kit (rojo) se observa una
localizacién en el nucleo. C) SOX-2 (verde) con una localizacién en el citoplasma. D) AP2y (rojo) con localizacion intranuclear.
Escala de barra corresponde a 100X.



6.4 IDENTIFICACION DE MARCADORES SEROTONINERGICOS EN CELULAS
SSC AS

Usando inmunofluorescencia se logré caracterizar algunos marcadores
serotoninérgicos que el grupo de investigacion anteriormente ya ha reportado en
tejidos como testiculos, epididimo y espermatozoides con el uso de un protocolo

estandarizado (Jiménez-Trejo et al., 2007; 2012; 2013; 2018; 2021).

La Figura 6 muestra microfotografias para diferentes marcadores serotoninérgicos
localizados en SSC As. Figura 6A muestra inmunoreactividad consistente para
serotonina en el nucleo celular y citoplasma de 2 células imunopositivas. En
contraste, la enzima limitante de la via de la sintesis de serotonina periférica: TPH1,
se localizé consistentemente de manera polarizada en las células troncales As, la
linea punteada en color amarillo, representa el contorno de la célula (Figura 6B). El
inserto en la misma figura B muestra una célula control negativo en la que se
observa el nucleo tefiido con DAPI (azul) sin reaccion, corroborando la especificidad
de los ensayos. Para el receptor 5-HT4s (Figura 6C), la expresion se observd
intensamente dentro del interior celular abarcando el citoplasma y nucleo. El
receptor 5-HT2a (Figura 6D), fue observado principalmente en la periferia celular,
especificamente en la membrana celular de las troncales. La localizacion del
receptor 5-HT3a (Figura 6E), fue mostrada en forma de granulos tanto interna como
alrededor de la membrana celular. La enzima MAOAa (Figura 6F), mostré localizacion
en el citosol de las células troncales. Para los transportadores de 5-HT; El 5-HT+ se
localizé alrededor de la membrana celular y también en el nucleo (Figura 6G). Por
ultimo, el transportador de vesiculas sinapticas VMAT1, se observo intensamente
tefido en el citosol de forma abundante en células SSC As (Figura 6F).
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FIGURA 6. Microfotografias que muestran reacciéon inmunofluorescente para diferentes marcadores serotoninérgicos
en SSC As CD9+. A) Se muestra la expresion de 5-HT (rojo) tanto en la membrana como en nucleo de un par de células. B)
Para la TPH1, observamos una marca regionalizada de forma consistente en las células. La secuencia de linea amarilla
punteada indica el contorno de la membrana celular. El recuadro de la misma figura indica un control negativo de otra célula
tefiida unicamente con DAPI en la que se observa el contorno del nucleo. C) El receptor 5-HT s, (rojo) fue observado en zonas
del citoplasma y en el nucleo celular. D) El receptor 5-HT2a se observo principalmente alrededor de la membrana celular y en
el nucleo. E) el receptor 5-HTasa, fue observado en algunas células como granulos positivos alrededor de la membrana celular
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y en otras células en el interior. F) La enzima MAOa fue localizada su expresion principalmente en el citoplasma de las células
troncales. G) El transportador membranal 5-HTr, fue localizado en la membrana celular. H) el transportador vesicular VMAT1
fue localizado dentro del citosol de las SSC As. Escala de barra corresponden a 20 um de longitud.

6.5 EFECTO DE SEROTONINA EN LA FUNCION MITOCONDRIAL DE SSC

Se logro observar la funcion mitocondrial en células SSC As aisladas a partir de un
marcaje con Mitotracker™ (MT) el cual emite su fluorescencia en 581nm, este
colorante se internaliza en las células vivas y genera una fluorescencia basal. En
nuestro caso utilizamos este colorante para medir de una manera indirecta la
funcién de las células SSC As cuando reciben un estimulo de serotonina que
posteriormente fue detectado por citometria de flujo mediante la intensidad de la
fluorescencia. Cabe sefialar que este ensayo fue el principio para la estandarizacion
de medir el potencial de actividad mitocondrial en estas células. Se incubaron a
diferentes concentraciones de serotonina: 1 yM, 10 yuM y 50 pM. Se construyeron
graficas de dosis-respuesta como podemos observar en la figura 7, la expresion de
fluorescencia versus (vs), el numero de células que reaccionan al estimulo, para
obtener la concentracion adecuada a la cual teniamos una respuesta sin

comprometer la viabilidad de las células.

40



BLANCO

I Mitotracker-A-A-  Mitotracker-A-A+
{998 0,21
150 =
A ]
3 100 =Y
] ]
%0 1
1 L2
0
100 101 102 103 10‘ 10s
Comp-YL1-A :: Mitotracker-A-A
B
S5HTA1uM
150 = ’
| Mitotracker-A-A- Mitotracker-A-A+
11,38 98,6
100 =
- j
=3
5]
o
50 =
1
1 TAN
0N
T "I"" T "I"" T "I"" T "I"" T "I"" TrTm
10! 102 10° 10* 10° 10°

Comp-YL1-A :: Mitotracker-A-A

«(CD9 5TH S0uM) €D 5TH 50uM
Single Cels CO9 Single Cells CO9
FSCA:FSCA FSC-A:FSCA
SXSCA 2 8SCA F;GN:: FSCH
C D
S5HTA10puM 5HT A 50 uM
Mitotracker-A-A- Mitotracker-A-A+ - Mitotracker-A-A- Mitotracker-A-A+
2,89 97,1 30K 231 97,7
200 = 2 f 12, f
150 =
2,0K ™
100 =
_—
1,0 =
e —| ]
50 =] 1
0 0
T T T T Ty Ty T - e i - oy :
R S A N 0° 100 02 100 w0* 10° 10°

Singlo Colis CD9

894

Comp-YL1-A :: Mitotracker-A-A

Comp-YL1-A :: Mitotracker-A-A

FIGURA 7. Anadlisis para la poblacién SSC As CD9+, mediante citometria de flujo para la determinacién del efecto de
serotonina 1, 10 y 15 uM. A) Histograma para las células con Mitotracker (-) vs 50 uM (rojo), donde se observa una respuesta
basal de 0.21 y Dot plot para la ancestria para la seleccion de CD9+ B) Histograma para las células Mitotracker (+) vs 1 uM
(azul), donde se observa una respuesta 98.6 C) Histograma para las células Mitotracker (+) vs 10 uM (naranja), donde se
observa una respuesta 97.1 D) Histograma para las células Mitotracker (+) vs 50 uM (verde), donde se observa una respuesta
97.7 Datos obtenidos en un Attune NXT, CD9 647 nm y Mitotracker 581 nm. Porcentaje obtenido por un total de 100,000

células /100 uL.
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A concentraciones de 1 y 10 uyM existe una respuesta con respecto al blanco, en
cuestion a las concentraciones existe un efecto similar ya que el numero de células
que reaccionan al estimulo con serotonina se encuentra en mismo orden de
magnitud, pero a concentracion de 50 yM esta respuesta es de mayor incremento
1:10 lo cual indica el efecto en la motilidad en los experimentos realizados por Meizel

y Turner (1983) en espermatozoides y Jiménez-Trejo et al., (2012).

DOSIS-RESPUESTA DE [5-HT]

Comp-YL1-A :: Mitotracker-A-A

Sample Name Subset Name Count

B CDS 5HT 3 @ MIN.fcs (CD9 5TH S0uM 61391
[71| cD9 5HT 2 0 MIN.fes |CD9 5TH 10uM 5434

| CD9 5HT 1 OMIN.fes |CD9 5TH 1uM 4144

| BLANCO.fcs Single Cells BCO 5HT-50uM | 5666

FIGURA 8. Gréfica dosis-respuesta para observar efecto de serotonina 1, 10 y 50 uM. A) Histograma de la comparacion
de las concentraciones vs el numero de células que estan reaccionando al estimulo. B) Tabla que muestra la cantidad de
eventos en las diferentes concentraciones 50 uM (verde), 10 uM (naranja), 1 uM (azul) y el blanco de la técnica (rojo) Datos
obtenidos en un Attune NXT, CD9 647 nm y Mitotraker 581 nm. Porcentaje obtenido por un total de 100,000 células / 100 uL.
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Al tener conocimiento sobre la concentracion de serotonina a 50 uM con mejor
efecto inmediato, también, buscamos observar su efecto en tiempo mas prolongado
(incubacion de 1 minuto, 10 minutos y 30 minutos). Esto nos permitié hacer un
analisis para tratar de dilucidar el mecanismo por el cual la serotonina puede
generar un efecto al interior de las SSC As y ejercer un mecanismo de su accidn

por medio de los receptores localizados en las células.
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FIGURA 9 Andlisis para la poblacién SSC As CD9+, mediante citometria de flujo para la determinacion del efecto de
serotonina a 50 uM; 0, 10 y 30 minutos. A) Histograma para las células con Mitotracker (-) vs 50 uM (naranja), donde se
observa una respuesta 0.0031 y Dot plot para la ancenstria de la poblacion para la selecciéon de CD9+. B) Histograma para
las células Mitotracker (+) vs -1 min/50 uM (rojo), donde se observa una respuesta 88.1 C) Histograma para las células
Mitotracker (200nM) (+) vs 10 min (verde), donde se observa una respuesta 76.5 D) Histograma para las células Mitotracker
(+) vs 30 min (azul), donde se observa una respuesta 61.4; Datos obtenidos en un Attune NXT, CD9 647 nm y Mitotracker
581 nm. Porcentaje obtenido por un total de 100,000 células / 100 uL.
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En la figura 9 se muestran los tiempos de incubacion obtenidos, resultando que a

10 minutos tenemos mayor respuesta de SSC As al estimulo de 50 yM durante el
tiempo establecido.

TIEMPO DE RESPUESTA [50y - 5 TH]
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Subset Name Count
[71| Single Cells BCO 2824
H| single Cells 1 MIN 5119
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['1| Single Cells 30 MIN 10084

FIGURA 10 Gréfica dosis-respuesta para efecto de serotonina 1, 10 y 30 min. A) Histograma de la comparacién de los
tiempos de incubacién de serotonina 50 uM vs el nimero de células que estan reaccionando al estimulo. B) Tabla que muestra
la cantidad de eventos en los diferentes tiempos células sin tincion (naranja), -1 min (rojo), 10 min (verde) y 30 min (azul).
Datos obtenidos en un Attune NXT, CD9 647 nm y Mitotraker 581 nm. Porcentaje obtenido por un total de 100,000 células/

100 L.
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6.6 FOSFORILACION DE PROTEINAS DE TIROSINA (PY20)

Utilizando inmunohistoquimica, se realizaron ensayos para mostrar el efecto de la
serotonina en células SSC As sobre la fosforilacion de tirosinas a concentraciones
de 0, 10 y 50 yM durante 10 minutos (Jiménez-Trejo et al., 2012). La figura 11A
muestra una microfotografia panoramica de un grupo de células control sin efecto
de serotonina y con su expresion basal para marcador de fosforilacion de tirosinas.
El recuadro de la misma figura indica un control negativo de la técnica en el que no
se observa inmunoreactividad. En B) Se muestra una micrografia en acercamiento
de una célula de este grupo en la que se observa el contorno de la expresion para
este marcador. C) Se muestra una micrografia panoramica de células SSC As con
estimulo de serotonina durante 1 hora, en el que se observa incremento de la
inmunoreactividad positiva. D) Acercamiento de una célula SSC As del mismo grupo
con estimulo observando incremento de inmunoreactividad positiva para la

expresion de fosforilacion de tirosinas dentro del citoplasma.

45



6.7 EXPRESION DE LA SENALIZACION DE LA VIiA CREBp Y DEL FACTOR
LIBERADOR DE CORTICOPROPINA (FLC).

La figura 12A muestra una microfotografia de una célula control sin estimulo para la
inmunoreactividad contra CREBp en fluorescencia, observando una nula expresion
para dicho marcador. El inserto en la misma figura muestra el control negativo de la
técnica en la que no se observa inmunoreactividad cruzada. La figura 12B muestra
una célula con estimulo de serotonina positiva para CREBp en la que la expresion
se observa de forma granular dentro de toda la parte interna de la célula. La figura
12C muestra la periferia celular en forma de granulos de manera basal en una célula
control para el marcador del FLC, sin contacto con serotonina in vitro. 12D se
muestra una célula tratada con serotonina en la que se observa alta expresion
especifica para el marcador del FLC en forma de granulos regionalizados en los
polos de la célula SSC As.
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FIGURA 11. Microfotografias de la fosforilacion de tirosinas en SSC As CD9+. A) Se muestra una micrografia panoramica
de células SSC en campo claro, donde se muestra un grupo de células negativas utilizadas como control para fosforilacion
de proteinas de tirosinas. El recuadro de la misma figura indica un control negativo de la técnica en el que no se observa
inmunoreactividad. B) Acercamiento de una célula SSC As control sin estimulo para serotonina con expresioén basal. C) Se
muestra micrografia panoramica de células SSC As con estimulo de serotonina durante 1 hora, en el que se observa
incremento de la inmunoreactividad positiva. D) Acercamiento de una célula SSC As del mismo grupo con estimulo
observando incremento en la fosforilaciéon de tirosinas dentro del citoplasma. Escala de barra corresponden a 20 um de
longitud.

Por otro lado, utilizando inmunofluorescencia se logré caracterizar expresion del
factor liberador de corticotropina (CRF) en células SSC As previamente tratadas con
5 HT- 50uM durante 10 minutos. Esta decisién fue tomada debido a que
previamente se ha informado que la serotonina en coordinacién con el CRF regulan
negativamente la sintesis de testosterona de una manera autocrina a traves de

receptores 5SHT2 (Campos et al 1990; tinajero et al, 1993)
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FIGURA 12. Inmunofluorescencia para marcadores CREBp y el factor Liberador de Corticotropina (CRF) en SSC As.
A) Se muestra una imagen representativa de SSC As control sin estimulo de serotonina observando una expresién minima
basal de CREBp, Inserto en A corresponde, al control de la técnica. B) muestra imagen representativa de SSC As tratadas
con serotonina en la que se observa una célula con alta expresion para la proteina CREBp. C) muestra una célula con
expresion basal para el FLC alrededor del contorno celular. D) muestra una célula representativa con estimulo de serotonina
en la que se observa expresioén incrementada de forma granular aparentemente polarizada. Escala de barra corresponden a
20 um de longitud.
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VIl. DISCUSION

Desde su descubrimiento, las células troncales o Stem cell han revolucionado
diferentes conceptos e ideas en el campo de la medicina regenerativa y esto es
debido a su potencial bioldgico; se ha visto, que pueden promover nuevas terapias
a través de su trasplante que permitan la reparacion de tejidos dafiados o en
proceso de degeneracion. Por su amplio potencial terapéutico que representa la
tecnologia de las SC, se ha logrado utilizar diversos modelos animales que han
permitido constituir un excelente sistema in vitro para el estudio de trastornos del

desarrollo de diversas patologias y/o algunas enfermedades adquiridas.

Es conocido que en reproduccion masculina se requieren mayores estudios y
esquemas terapéuticos para reactivar la fertilidad tanto en humanos como en
animales de alto valor genético, ya que muchas veces, diversas patologias generan
infertilidad, asi como terapias basadas en radiacion o con uso de farmacos
agresivos de uso rutinario para quimioterapia de pacientes jovenes con cancer
principalmente por los efectos secundarios tan radicales que producen terapias de
este tipo. Estos ultimos conceptos son ahora absorbidos por parte de la medicina
emergente llamada Oncofertilidad (humana), dichos preceptos son también
aplicables a la medicina reproductiva en animales de alto valor reproductivo y/o

genético que pudieran pasar por situaciones para preservar sus gonadas.

Como previamente se menciond, en modelos animales se ha logrado
autotrasplantar, generar y mantener SSC, que muchas veces pueden restaurar la
espermatogénesis y la fertilidad a mediano plazo. Dentro del linaje de SSC se tienen
a las SSC de tipo As las cuales son las mas primitivas e indiferenciadas y son las
células protagonistas de este Trabajo de Tesis; estas células se consideran pueden
estar implicadas en cancer de testiculo en humanos y animales de alto valor

geneético ya que se han visto implicadas en seminoma de células germinales.
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En cancer de testiculos se conocen cifras en las que se ha considerado que las SSC
y/o gonocitos (etapa previa de diferenciacion a las As que estan presentes durante
la gestacion), generan entre el 80 y 92 % de cancer en este érgano.

La importancia fundamental de este linaje celular es llevar su transformacion y
diferenciacion hacia espermatozoides dentro del proceso de espermatogénesis
para la reproduccién masculina y mantener descendencia en mamiferos incluyendo
humanos. En este trabajo se logré estandarizar el aislamiento de SSC As de ratas
de 15 dias de edad. Las herramientas con que se cuentan en el Laboratorio
Nacional de Citometria de Flujo nos permitieron el acceso para el aprendizaje de
los equipos vy la interpretacidn de los resultados obtenidos.

De esta forma el aislamiento efectivo permitié dar seguimiento de estas células para
poder mostrar y corroborar su linaje con la presencia de marcadores de
pluripotencia como lo fueron para C-Kit, OCT4, AP2y y SOX2, lo que nos permitid
describir junto con las caracteristicas morfologicas, el perfil de la estirpe troncal de
estas células, tal como se ha descrito para stem cell de otros 6rganos vy tejidos
(Oatley & Brinster, 2008)

Por otro lado, la serotonina es considerada un neurotransmisor a nivel central y
como neurohormona a nivel periférico y conforma una de las moléculas mas
versatiles y antiguas presentes en todos los organismos vivos, de ahi, la amplia
gama de funciones las cuales se deben a su gran familia de receptores que modulan

Sus acciones.

En Jiménez-Trejo et al (2012) se caracteriz6 la expresion de algunos marcadores
del sistema serotoninérgico presentes en espermatozoides de humano recién
eyaculados, asi como en otros trabajos en nuestro grupo en los que se reporta
expresion de estos mismos marcadores de serotonina en espermatozoides de
especies como rata, murciélago, caballo y humano (Jiménez-Trejo et al., 2007,
2012, 2011, 2018, 2021). Sin embargo, no se habian reportado componentes del
sistema serotoninérgico en células aisladas “primitivas” SSC As que den origen a
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espermatozoides, por lo que consideramos este estudio novedoso y original en su
concepcion para reportar que por primera vez se reporta en células SSC tipo As
marcadores de serotonina como fueron las 2 enzimas responsables de su sintesis
(TPH1) y degradacion (MAOAa). La presencia de ambas enzimas nos indican que las
SSC As pudieran sintetizar intrinsecamente serotonina tal como se sugirio lo
pudieran hacer los espermatozoides de humano recién eyaculados en el trabajo
reportado en el 2012 por nuestro grupo, asi se han detectado en espermatozoides
de rata, murciélagos y caballos probablemente derivado de un proceso evolutivo en
especies de mamiferos es que su expresion y probablemente su funcion
permanece, manteniendo la idea de sintesis y degradacién tal cual como se propuso
posterior a la eyaculacion durante el proceso de capacitacion espermatica
(hipermotilidad y reaccién acrosomal), y durante la fertilizacion del 6vulo, sin
embargo, mas estudios se requieren para seguir apoyando estas ideas (Jiménez-
Trejo et al., 2012; 2018; 2021; (Fujinoki, 2011).

Asi mismo, localizamos de manera interesante 3 receptores de serotonina (5-HT1s,
5-HT2a y 5-HT3a los cuales son proteinas involucradas en cascadas de sefializacion
celular involucradas en varios procesos neuroldgicos y biolégicos, tales como
estado de animo, termorregulacion, suefo, apetito, etc. a nivel central. Los
receptores para serotonina del grupo 5-HT1a se conoce permite la inhibicidn de la
sintesis de AMPc al ser activado en las células que lo expresan (Gaspar et al.,
2003); el receptor 5-HT2a que también nosotros describimos en este trabajo se ha
descrito que al ser activado en neuronas y otros linajes celulares promueve la
generacion de inositol trifosfato (inositol 1,4,5-trifosfato o InsP3) y diacilglicerol (DA),
los cuales permiten la liberacién de calcio desde sus reservas en las células, en este
caso probablemente esa misma funcidn sea realizada en las pozas de
almacenamiento en los espermatozoides expuestos a serotonina; por otro lado, el
receptor 5-HT3a se conoce que forma parte de la subfamilia de receptores tipo canal
para la entrada de algunos iones (canal ionotropico), lo que permite el paso de sodio
(Na+) y potasio (K+), ademas de permear calcio (Ca2+; Lummis, 2012), y sus
respuestas de activacion por parte de la serotonina dependiendo de su propia
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concentracion pueden ser inmediatas ya que inician respuestas desde
aproximadamente 10 milisegundos en adelante hasta algunos pocos segundos para

su accion (Gaspar et al., 2003; Jiménez-Trejo et al., 2012).

Respecto a estos 3 receptores localizados y el ensayo principal que logramos
analizar de manera repetible con nuestra curva dosis respuesta de serotonina en
las células SSC As, es que logramos observar incremento en el potencial de
membrana mitocondrial, el cual puede ser atribuido a este ultimo receptor canal ya
que las respuestas generadas fueron favorables desde el inicio del estimulo y un
porcentaje alto de células inicio respuesta inmediata, sin embargo, para validar
nuestros resultados que fueron siempre consistentes, necesitamos utilizar un
ensayo similar con el uso de agonistas y/o antagonistas para corroborar su
funcionalidad de cada uno de los receptores encontrados. Mostrar un efecto
biolégico como indica el titulo de este trabajo es una labor que el grupo de
investigacion se ha propuesto corroborar para los siguientes trabajos de
investigacion y que forman parte de la linea de investigacion del laboratorio sede.

Bajo este mismo orden de ideas, existen 2 transportadores que son utilizados por el
sistema serotoninérgico, y que también fueron localizados durante este trabajo en
estas mismas células. El primero de ellos es un transportador intracelular, localizado
en vesiculas pequenas (de centro denso), que se encargan de contener a la
serotonina para evitar su biodegradacion y el cual permite junto con otro sistema de
proteinas unidas a las mismas vesiculas que la contienen y bajo un proceso
conocido como docking (acoplamiento), la liberacién del neurotransmisor por
exocitosis en la region de la presinapsis en neuronas. Este transportador intracelular
es conocido como VMAT con dos variantes uno central VMAT2 y otro periférico
VMAT1 (localizado por nosotros en SSC As), cada uno cumple funciones diferentes
en neuronas o en la periferia los cuales son los encargados de conservar a la

serotonina para generar una respuesta celular y de alguna manera evitar su

degradacion dentro del citosol (Fukumoto et al., 2005; Gaspar et al., 2003).
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Observar expresion del transportador VMAT1 presente en las SSC As, por nuestro
grupo de investigacion ya habia sido descrito en espermatozoides de humano, rata
y caballo, al parecer consideramos pudiera tener como ya se menciono un
componente evolutivo en mamiferos por lo que consideramos que, en este tipo
celular su funcion probablemente sea semejante a lo que se ha reportado en
neuronas ya que promueve liberar serotonina expuestas a algun estimulo externo
(Gaspar et al., 20003; Jiménez-Trejo et al., 2018).

Por otro lado, el segundo transportador del que hago mencion existe como parte del
sistema serotoninérgico y es un transportador localizado en las membranas
presinapticas (5-HTT), el cual su principal funcién es la captura de las moléculas de
serotonina para su reciclamiento desde el espacio sinaptico o extracelular; este
proceso le permite al trasportador membranal ingresar a la serotonina para que el
VMAT1, en este caso pueda confinar a la serotonina nuevamente dentro de
vesiculas y evitar su degradacion inmediata. De esta forma el serotoninar regula y
termina el efecto continuo que pudiera generar el estimulo de la serotonina en los
espacios sinapticos (Gaspar et al., 2003). El hecho de su localizacién especifica en
SSC As y saber que previamente ha sido localizado en espermatozoides de
diversos mamiferos por nuestro grupo de investigacion nos permite confirmar que
pueden presentar las SSC As un origen neuroendocrino tal como se propuso
anteriormente para los espermatozoides (Jiménez-Trejo et al., 2012), por lo que
estas células tan importantes para la reproduccion masculina pueden ser
consideradas como células neuroendocrinas o paraneuronas (Jiménez-Trejo et al.,
2012; Pavone et al., 2009). Este mismo concepto puede ser manejado en estas
células ya que, la presencia de la enzima TPH1 y la misma serotonina localizada y
contenida en las SSC As nos permite sugerir una probable gama de funciones
fundamentales en este linaje troncal como regulador importante de actividades
morfogenéticas incluyendo proliferacion celular, division celular, diferenciacion y
apoptosis e incluso supervivencia celular y capacidad de metastasis /n vitro, sin

embargo, mas experimentos se requieren para confirmar estas ideas.
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Asi mismo, muchas de las actividades morfogenéticas son reguladas por las
mitocondrias en las células que son considerados organelos fundamentales, ya que
tienen un papel principal en la bioenergética celular y contribuyen en funciones
todavia mas especializadas como la trasmision sinaptica, homeostasis de calcio,
excitabilidad neuronal y adaptacion al estrés, sin contar que contienen su propio
ADN (Fanibunda et al., 2019), sin embargo, muchas funciones siguen siendo poco
claras por lo que se requiere continuar con estudios dentro de la ahora llamada
Serotonindmica (Jiménez-Trejo & Tapia-Rodriguez, 2015). Que ha sido considerada

una rama de las ciencias Omicas que estan en auge.

Se conoce que la serotonina a través del receptor 5-HT2a aumenta la biogénesis
mitocondrial, reflejada por un incremento en los niveles de ADN mitocondrial lo que
da como resultado un aumento en la capacidad respiratoria mitocondrial, eficiencia
de fosforilacion oxidativa y un aumento en los niveles de ATP, estos efectos
generados por la activacion del receptor 5-HT2a fueron modulados a su vez por dos
participantes del eje de sefiales como son SIRT1-PGC los cuales se conocen
regulan la biogénesis mitocondrial para generar nuevas mitocondrias en las células

de acuerdo con sus necesidades celulares y herencia (Fanibunda et al., 2019)

El efecto observado por parte de la serotonina en las SSC As para activar su
potencial de membrana mitocondrial nos permite sugerir la participacion inmediata
del receptor 5-HT3a que es de tipo ionotropico y probablemente como segunda
opcidn del efecto observado la participacion del receptor 5-HT2a (metabotrépico), lo
que induce un estado energético mas elevado de las células As conforme transcurre
el tiempo del estimulo en las células para prepararlas para diferentes efectos dentro
de su cascada de senalizacion como puede ser principalmente la respiracion celular,
la entrada de calcio para activar el metabolismo interno. Por ejemplo, estrés
oxidativo-proteccion celular y/o para diferenciacién y division celular, tal como se ha
mostrado en neuronas troncales en modelos de cultivo celular y para propositos de

la linea de investigacion se requieren hacer estudios mas especificos con agonistas
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y/o antagonistas de estos receptores serotoninérgicos para mostrar efectos
farmacoldégicos especificos (Gaspar et al., 2003).

Es importantes recalcar que, resultados alternativos generados en este trabajo
fueron obtenidos posterior al estimulo de la serotonina ya que nosotros decidimos
fijar las células SSC As para comparar antes y posterior al tratamiento el probable
efecto bioquimico observado previamente en espermatozoides en el que la
serotonina después de su estimulo genera la activacion de proteinas fosforiladas de
tirosina tal como se mostr6 en el trabajo de Jiménez-Trejo et al., (2012), en
espermatozoides de humano recién eyaculados en los que se observo que la
serotonina incrementa en grado exponencial la expresion de estas proteinas de
tirosinas principalmente una con peso molecular aproximado de 97 kDa que se
conoce estan relacionadas con la hiperactivacién de los espermatozoides lo que a
su vez se ha postulado activa como respuesta la fosforilacion de la proteina Dineina
presente en el axonema del flagelo de los espermatozoides lo que les confiere
participacion en los procesos de hiperactivacion durante la capacitacion (motilidad

asincroénica), reaccion acrosomal y fertilidad en espermatozoides de mamiferos.

En este sentido hay autores que sefialan que la fosforilacion de tirosinas esta
implicada en la diferenciacion celular y funcionalidad de células SSC, sefialan que
la accion es realizada a través de la sefalizacién de c-Ret tirosina cinasa que se
expresa en la espermatogonia indiferenciada A (Naughton et al. 2006) y se requiere
para promover la auto- renovacion de espermatogonias (Chen & Liu 2015). Por lo
que se sugiere que la serotonina podria estar funcionando como un interruptor de

apagado y encendido para la diferenciacion de SSC.

El hecho de observar variaciones en la expresion de estas tirosinas fosforiladas nos
indica que el mismo sistema es activo previo a la diferenciacion de los
espermatozoides de rata y probablemente en todos los mamiferos para otras
funciones que no sean hipermotilidad y reaccién acrosomal, en el futuro importante

sera buscar la funcion que tiene en este linaje troncal la activacion de estas
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proteinas fosforiladas de tirosina (Jiménez-Trejo et al., 2012; Meizel & Turner,
1983).

Otro tipo de hallazgo intracelular posterior al estimulo de la serotonina fue el hecho
de observar la expresion de la proteina liberadora de corticotropina (PLC), con el
uso de anticuerpos especificos para su identificacion. Tal como lo observamos con
las proteinas fosforiladas de tirosina, para la PLC observamos un incremento en su
expresion en las células bajo estimulo de serotonina. Es importante recordar que la
PLC esta conformada principalmente por un péptido de 41 aminoacidos y que es
principalmente secretado por el nucleo paraventricular del hipotalamo y la placenta,
sin embargo, en afios recientes se ha mostrado su sintesis en otros tipos de células
periféricas (Albert & Vahid-Ansari, 2019). En los mamiferos la PLC induce la
secrecion de la hormona estimulante de la tiroides y dentro de sus funciones
generales son regular la respuesta conductual al estrés y esta implicada en el
control de la secrecion pulsatil de la hormona luteinizante (LH) a través de la accion
sobre la hormona liberadora de corticotropinas influyendo en funciones
reproductivas (sintesis de testosterona, ciclo del epitelio seminifero).

En células aisladas provenientes de diversos tejidos, pero en cultivo celular, también
se propone regulan el estado de estrés de las células in vitro para su adaptacién a
condiciones poco usuales activando regiones especificas de genes con capacidad
de iniciar sintesis proteica para regular su propia homeostasis (Paschos et al., 2015;
Sapolsky, 2000).

En nuestro caso y conociendo la importancia que tienen las SSC As para la
espermatogénesis y la reproduccion de los animales consideramos que la
serotonina al inducir sintesis de FLC genera una alerta en las células para sintetizar
otros factores de sefalizacién aun desconocidos por nosotros, a pesar del estrés de
por si “sensado” por las células al ser aisladas bajo condiciones in vitro, sin
embargo, este primer acercamiento nos puede dirigir al hecho de que la serotonina
induce mas de una respuesta celular en las SSC As, y que este tipo de respuestas
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podran ser aclaradas con ayuda de técnicas como la optogenética que son recientes
en el area de manipulaciones in vitro, in vivo e in situ, que conjugan sondas
moleculares generadoras de luz (proteinas modificadas sensibles a la luz), para
analizar eventos genéticos y Opticos para observar y controlar eventos especificos
en células o tejidos vivos (potencial de membrana, respiracion celular). Se ha
informado que la serotonina en coordinacion con el FLC regula negativamente la
sintesis de testosterona de una manera autocrina a través de receptores del grupo
2 (5HT?2; Dufau et al., 1993).

Respecto a la proteina CREBp ('cAMP response element-binding' phosphorylation’,
por sus siglas en inglés) es una proteina que actia como factor de transcripcion. Se
conoce que esta proteina une a ciertas secuencias de ADN llamadas "elementos de
respuesta a AMPc", que dependiendo del tipo de elemento podra incrementar o
reducir la transcripcion "corriente abajo" (downstream). A este respecto,
consideramos que la activacion de los receptores de serotonina localizados en las
SSC As genes considerados para activar esta proteina permite promover un
incremento del metabolismo global de las células As lo que puede permitir que se
preparan o condicionen para una diferenciacion celular acelerada, sin embargo,
esta idea debe ser mostrada también bajo protocolos mas especificos y poder
corroborar estas novedosas ideas generadas por este trabajo de tesis.

Por ultimo, es importante reconocer que estos resultados son originales ya que
hasta el momento no se han descrito efectos que pudiera tener la serotonina en
células troncales de testiculos de mamiferos (SSC As), por lo que este trabajo que
forma parte del grupo de trabajo mencionado, consideramos es relevante para
estudios futuros en reproduccién animal y humana tanto para apoyar las técnicas
de reproduccion asistida y/o en la busqueda de un método anticonceptivo masculino

relacionado con el sistema serotoninérgico.
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VIII. CONCLUSIONES GENERALES

Se eligio la edad de 15 dpn para realizar el aislamiento de SSC As por sorting con
ayuda del anticuerpo CD9+ y se mantuvieron los cultivos celulares por 14 dias,
posterior a su siembra junto a células de Sertoli, generaron nichos in vitro y se

corroboro su linaje con la expresion de C-kit+.

De acuerdo con nuestros resultados sugerimos que las células SSC As tienen la
capacidad de metabolizar serotonina, ya que existe la expresion de enzimas de su
via como la TPH1 y MAOa que estan implicadas en el procesos anabdlicos y

catabdlicos de la serotonina.

La presencia de sus receptores indica que son activos y funcionales ya que al recibir
un estimulo de serotonina de 50 uM claramente se observa funcionamiento
mitocondrial comparada con aquellas células que no recibieron ningun estimulo,
esto podria estar asociado por el cambio de la permeabilidad de la celula debido
entrada de calcio debido a la activacion del recetor 5-HT3A al recibir el estimulo de

serotonina.

La Serotonina en células SSC As puede estar implicada en procesos de
diferenciacion celular ya que activa factores de transcripcion como CREBp, ademas
de activar cascadas de sefalizacion de segundos mensajeros como AMPc para la
activacion del proceso de fosforilacién de proteinas de tirosinas.
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IX.

PERSPECTIVAS

Esta linea de investigacion permitié corroborar la hipdtesis propuesta para la

realizacion de este trabajo por lo que consideramos que el continuar con este mismo

tema puede permitir a mediano plazo los siguientes puntos por resolver:

1)

2)

3)

4)

5)

El uso de agonistas y/o antagonistas nos permitira conocer directamente el
alcance que la respuesta generada por farmacos de estos tipos en las SSC

As como pueden ser division, apoptosis y/o diferenciacion celular.

Proponer cascadas de sefalizacion por segundos mensajeros inducidos por

la serotonina o sus analogos para este linaje celular.

La busqueda de métodos de apoyo para técnicas de reproduccion asistida
para mejorar la espermatogénesis de animales o humanos con problemas de
fertilidad.

Para la busqueda y exploracién del disefio de un método anticonceptivo

masculino relacionado con el sistema serotoninérgico.
Aportar conocimientos generales de las funciones y la relacion que tiene la

serotonina en la reproduccion sexual masculina para que sirva como guia

base de fundamentos y nuevos conceptos funcionales.
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