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RESUMEN:

La célula de Sertoli es la célula clave para la mantencion y progresion de la
espermatogénesis. Ademas de entregar diversos factores troficos a las células germinales,
forma la barrera hematotesticular (BHT). El desarrollo y funcion de esta célula es regulado
via enddcrina por dos hormonas, la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
testosterona. Se conoce ademas que ciertos compuestos quimicos presentan toxicidad sobre
la funcion reproductiva modulando las adhesiones de la BHT, entre ellos se nombran a los
xenoestrogenos derivados de la fabricacion de plasticos, en especial Bisfenol A (BPA).
Diversos estudios de nuestro laboratorio han determinado que BPA provoca apoptosis de
células germinales mediada por la activacion de un nuevo grupo de proteinas, ADAM 10 y
ADAM 17, metaloproteasas implicadas en el clivaje de sustratos en el testiculo, aunque
todavia es muy poco lo que se conoce sobre su funcién a nivel testicular.

Para comprender un poco mas todos estos fendmenos desde el punto de vista exclusivo de
la celula de Sertoli, nosotros decidimos estudiar si la proliferacion de células de Sertoli in
vitro, al igual que la expresion de proteinas de adhesion formadoras de la BHT y ADAM 10
pueden ser moduladas por FSH, testosterona y Bisfenol A, que es el objetivo principal de
esta tesis.

Para poder cursar este estudio nosotros tuvimos que implementar y caracterizar en nuestro
laboratorio un modelo de cultivo primario de células de Sertoli de ratas de 17 dias de edad,
mostrando que es factible tener un cultivo celular con un alto grado de pureza, que expresa
y localiza las mismas proteinas de adhesion de la BHT. Y cuyas células proliferan in vitro
potenciadas por FSH y testosterona. Posteriormente sobre este sistema se demostro que la
expresion y localizacion de proteinas TJ formadoras de la barrera hematotesticular son
aumentadas por FSH y testosterona, mientras que disminuyen en tratamientos con Bisfenol
A.

Del mismo modo utilizando nuestro modelo de cultivo, se muestran las primeras evidencias
de la presencia de ADAM 10, en celulas de Sertoli. Demostrando que la expresion y
localizacion subcelular de esta proteina es modulada por testosterona y por xenoestrogenos
como Bisfenol A.

En conjunto estos resultados permiten proponer que las hormonas FSH vy testosterona al
igual que toxicos ambientales como Bisfenol A modulan de diferente forma la expresion de
proteinas formadoras de la BHT como también la expresién y localizacion de ADAM10 en
las células de Sertoli, nueva proteina implicadas probablemente en el mecanismo de dafio
por toxicidad a nivel reproductivo.
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1. INTRODUCCION
.1 EL TESTICULO Y LA FUNCION REPRODUCTIVA

Los testiculos son drganos pares y ovalados cuyas principales funciones son dos: la
produccion de espermatozoides y la sintesis de hormonas masculinas. En la mayoria de
mamiferos se localizan al interior de la cavidad abdominal, retroperitonealmente, y en el

hombre adulto estan suspendido al interior del escroto por los cordones espermaticos.

Cada testiculo contiene l6bulos conicos o piramidales constituidos por delgadas estructuras
Ilamadas tubulos seminiferos, estos descansan en la parte apical del testiculo formando “la
rete testis”, la cual a su vez converge en el epididimo, que se continta con el conducto

deferente, conducto eyaculador y uretra (Ham 1975).

En los testiculos se reconocen tres compartimientos. EI compartimiento intersticial formado
por: tejido conjuntivo, vasos sanguineos y linfaticos, donde se localizan las células de
Leydig que secretan testosterona. Continda el compartimiento peritubular o pared tubular,
formado por una membrana basal y una tunica propia de células especializadas contractiles
Ilamadas células mioides, ademéas de material secretado por ellas cuya funcionalidad esta

bajo control gonadotréfico y androgénico.

El tercer compartimiento lo forman los tdbulos seminiferos (Fig.1), que son las unidades
funcionales en los testiculos. Constituyen un epitelio estratificado y especializado donde se
localizan las células de Sertoli y las células germinales en grados de diferenciacion; en ellos

toma lugar la espermatogénesis.
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Cel. Mioide

Epitelio Seminifero Cel. Sertoli Cel. de Leydig

o —

= Espermatogonias

g aatt’ S J6 , Espermatozoide Espermatocitos

Figura 1: Seccion transversal del tabulo seminifero de rata.
Microfotografia de corte transversal de testiculo, especificando los tipos celulares que
conforman el testiculo.

1.2 LA CELULA DE SERTOLI Y SU PAPEL EN LA ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es el proceso de maduracion, proliferacion y diferenciacion de celulas
germinales, que ocurre junto a un continuo contacto con la célula de Sertoli donde
comparten morfoldgicamente distintas uniones de membrana (Russell 1977). El principal
objetivo de la espermatogénesis es la produccion de espermatozoides (células haploides)
desde espermatogonias (células diploides).

Este fendmeno biolégico posee 4 distintas fases: Mitosis (division celular en que las
espermatogonias mas indiferenciadas originan dos células hijas con el mismo nimero de
cromosomas). Meiosis (proceso de division celular por la cual los espermatocitos, células
diploides 2n, generan espermatidas haploides 1n). Espermiogénesis (fase de diferenciacion
donde las células espermatidas se desarrollan a espermatozoides) y espermiacion (fase de
liberacién de espermatozoides del tabulo seminifero hacia el epididimo).

Estos eventos ocurren sucesivamente en distintos estadios: 14 en la rata (Hess 1990), 12 en
el raton y 6 en el hombre. Estos estadios se diferencian debido a la agrupacién de distintos

tipos celulares en un momento dado.
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En 1895 Enrico Sertoli uso el término “Célula Madre”, (Wessel 2011) para definir una
celula que encontré en el epitelio seminifero y que hoy lleva su nombre (Fig. 2), sugiriendo
con esta observacion de forma muy perceptiva e intuitiva la verdadera funcion de la célula
de Sertoli, entre sus funciones mas importantes se incluyen: 1) Proveer un soporte
estructural y albergar a las células germinales, 2) conferir polaridad celular, y 3) Crear una
barrera inmunol6gica para secuestrar antigenos de la circulacion sistémica que podrian
afectar la meiosis de células germinales (Russell 1993).

Cada ceélula de Sertoli soporta entre 30 a 50 células germinales en diferentes estadios de
desarrollo y localmente produce factores autocrinos y paracrinos para coordinar diferentes
eventos de la espermatogénesis (Cheng, Elisa et al. 2010). Las células germinales que no
logran pasar hacia alguno de los eventos de la espermatogénesis cursan hacia apoptosis que
refleja un ajuste en el nimero de células germinales que pueden ser mantenidas de forma
adecuada por la célula de Sertoli (Moreno, Lizama et al. 2006).

Un siglo después del descubrimiento de Enrico Sertoli, varios investigadores del area
mostraron que muchas de las funciones de la célula de Sertoli se llevan a cabo al
constituirse la barrera hematotesticular (BHT) (Dym and Fawcett 1970), llamada también
barrera de células de Sertoli, apareciendo después de la formacidn de uniones estrechas (TJ)
entre células de Sertoli adyacentes, responsable de formar un compartimento basal y

adluminal en el epitelio seminifero.

Figura 2: La Célula de Sertoli.

A) Células epiteliales encontradas en el tubulo seminifero, dibujadas por Enrico Sertoli,
(Sertoli E 1865), los sitios de contacto entre ellas forman la BHT. B) Dibujo de la célula de
Sertoli, (Russell LD 1993).
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1.3 LA BARRERA HEMATOTESTICULAR.

La barrera hematotesticular es la ultraestructura mas importante del epitelio seminifero para
mantener la espermatogénesis, se conoce que se forma entre los dias 15 al 18 de postparto,
en la rata previa al comienzo de la primera ola de la espermatogénesis.

Las células de Sertoli son las responsables de la formacion de la barrera hematotesticular
(BHT), que controla la entrada y salida de nutrientes, y otros compuestos quimicos dentro
del tabulo seminifero, asi como también previene el trafico bidireccional de moléculas
(Russell LD 1993), y mantiene la polaridad celular monitoreando el influjo paracelular de
agua, electrolitos, hormonas y biomoléculas.

La BHT aisla al compartimiento adluminal donde, yacen las células germinales, de las
celulas inmunitarias, conformando un microambiente Unico en el compartimiento apical del
epitelio seminifero para separar los eventos de desarrollo postmeidtico de células
germinales, excluyendo los componentes derivados de la sangre que podrian afectar la
espermatogénesis (Dhiren S. Dave 2007) (Mruk, Silvestrini et al. 2008).

La barrera hematotesticular esta constituida por: uniones estrechas (TJ), uniones de
comunicacion (GJ), desmosomas y uniones adherentes (AJ) Unicas en el testiculo
denominadas (especializacién ectoplasmica y complejo tubulobulbar). Estas uniones se
localizan entre celulas de Sertoli adyacentes, cercanas a la lamina basal (Russell and
Peterson 1985).

En contraste con otros epitelios donde las uniones adherentes estan distintivamente situadas
por debajo de las uniones delgadas, en la porcion apical de los epitelios. En la BHT los
complejos de adhesion célula — célula, co-existen, en un compartimiento especifico,
proximo a la membrana basal, teniendo una arquitectura y localizacion Unica, y formando

morfolégicamente una circunferencia sellada.

1.3.a UNIONES ESTRECHAS EN LA BARRERA HEMATOTESTICULAR:

La definicion entre espacios basales y apicales en el tubulo seminifero es caracterizada de

acuerdo a la presencia de TJ entre células de Sertoli adyacentes que conforman la barrera
18



hematotesticular, y son encontradas en el compartimiento basal del epitelio seminifero
adyacentes a la lamina basal (Cheng and Mruk 2002). Se ha descrito que las TJ en células
de Sertoli son una de las uniones celulares més estrechas en mamiferos (Dym and Fawcett
1970).

Existen 3 familias de proteinas de tipo TJ: 1) Ocludina; es una proteina de adhesién celular
que ha sido demostrado que influencia la permeabilidad a iones y solutos, en la BHT en la
rata (Siu ER 2009), 2) Claudinas (Tsukita S 1999), proteinas constitutivas de TJ que
confieren adhesiones mas fuertes que Ocludinas y se ha descrito que pueden formar
complejos heterodimeros (Furuse, Sasaki et al. 1998). Y 3) (JAM) (junctional adhesion
molecules), son proteinas miembros de la familia de las inmunoglobulinas que actia como
proteinas de andamiaje, estd concentrada entre las uniones intercelulares, de ahi su
nombre.(Martin-Padura, Lostaglio et al. 1998) (Fanning, Mitic et al. 1999).

Diferentes proteinas de la familia de las Claudinas (1-3-4-5-7-8-11), se localizan en el
testiculo, pero solo Claudina-11 se encuentra en las celulas de Sertoli (Kaiyu'u-Lino 2007,
Cornelia F 2009), al igual que en otras barreras epiteliales como en los oligodendrocitos,
que forman la barrera hematoencefalica. Lo cual indica que esta proteina es capaz de
formar contactos transcelulares requeridos para sellar espacios intercelulares como en el
epitelio del tubulo seminifero, confiriendo funcionalidad y adhesividad celular (Morgado-
Diaz 2007). Ademas en testiculos de ratones Cldn11/ las celulas germinales no entran en
meiosis, produciendo infertilidad, esto sefiala aun mas, la importancia de esta proteina,

propia de la célula de Sertoli para la correcta funcidén espermatogeénica.

Un grupo importante de proteinas de adhesion de uniones estrechas, lo conforman las
proteinas adaptadoras al citoesqueleto, entre ellas la mas estudiada es la familia de
proteinas, Zona Occludens (ZO-1, ZO-2, Z0-3) proteinas asociadas a MAGUK Kkinasas,
que forman parte de la BHT (Stevenson, Siliciano et al. 1986; Jianliang 2009) y son una
plataforma para la transduccion de sefiales.

En testiculos maduros ZO-1 esté asociada a TJ y a AJ en los sitios de contacto de células de
Sertoli — Sertoli y Sertoli - germinales, estando implicada en conformar una unién mecano-

quimica entre las membranas celulares (Yamazaki, Tokumasu et al. 2011) a través de la
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asociacion con proteinas del citoesqueleto, contribuyendo con las propiedades de sellado
(Itoh, Furuse et al. 1999).

1.3.0 UNIONES ADHERENTES, EN LA BARRERA HEMATOTESTICULAR:

Las AJ estan constituidas por familias de proteinas que unen elementos del citoesqueleto de
una célula a otras o con la matriz extracelular, conformando un sistema que mantiene la

integridad de los tejidos.

Las AJ entre células de Sertoli adyacentes y células de Sertoli - células germinales, forman
la especializacion ectoplasmica y el complejo tubulobulbar. Estas uniones solo son
encontradas en el microambiente del tubulo seminifero, coexistiendo con las TJ, GJ y
desmosomas, para constituir la BHT (Parreira, Russell et al. 2002).

Las moléculas, componentes de estos sistema son los complejos Cadherinas/Cateninas
(Nikki P.Y. Lee 2003) y Nectin/Afadin (Mruk, Lee et al. 2004), al igual que el complejo
Laminina 333/a6B1 integrinas (Yan, Mruk et al. 2008).

Recientes descubrimientos han mostrado que en la porcion apical del tabulo seminifero, la
especializacion ectoplasmica también confiere orientacion y polaridad ilustrando que
algunas de las funciones inicialmente adscritas a TJ, como es la polaridad celular, también

son parte de las propiedades inherentes a las AJ (Wong, Mruk et al. 2008).

Ha sido demostrado que la expresion de Cadherina-E; una de las principales AJ,
constitutivas de la BHT es mas alta cuando se ensamblan las TJ, sugiriendo que el
ensamblaje de TJ requiere el reclutamiento de uniones adherentes. De igual forma estudios
inmunohistoquimicos han demostrado que el reclutamiento del complejo de union
Cadherina-E/B-catenina en células de Sertoli se correlaciona con la formacion de la BHT
(Byers, Sujarit et al. 1994).

Los eventos de la dindmica de las Uniones adherentes y su regulacion en el testiculo son

uno de los mas intrigantes fendmenos de la espermatogénesis, siendo muy poco conocidos.
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1.3.c UNIONES DE COMUNICACION, EN LA BARRERA
HEMATOTESTICULAR

La formacion de la barrera hematotesticular y por consiguiente la espermatogénesis,
requiere una comunicacion intracelular directa, en especial entre las células de Sertoli
adyacentes y células de Sertoli con las células germinales, que es mediada por uniones de
Comunicacion o GJ, que son canales intercelulares que unen el citoplasma de células
vecinas en numerosos tejidos (Mese, Richard et al. 2007).

Las GJ estdn constituidas por poros hexaméricos formados por oligomerizacion de
proteinas de la familia de las conexinas (Cx) en especial la Conexina 4 (Cx-43), que es la
GJ predominante en el testiculo.

La Cx-43 esta presente entre células de Sertoli adyacentes en los sitio de formacion de
BHT, al igual que entre Sertoli - germinales y células germinales adyacentes, (Roscoe,
Barr et al. 2001; Decrouy, Gasc et al. 2004). Su funcion mas importantes es regular el
crecimiento celular y la diferenciacion controlando el paso de pequefias moléculas con una
relativa masa molecular de 1kDa, como son precursores metabdlicos, nutrientes e
incluyendo segundos mensajeros como inositol (1,4,5)-triphosphate, cAMP e iones
(Michelle W. M. Lia 2009).

Por otro lado los desmosomas son un tipo de adhesion célula — célula que usa filamentos
intermedios como su sitio de anclaje, se relacionan de forman intima con las conexinas,
pudiendo esta interaccion molecular; desmosomas / GJ otorgar propiedades de adhesion
celular en la BHT (Mruk, Silvestrini et al. 2008; Yan, Mruk et al. 2008), y sirven como
plataforma para la transduccion de sefiales (Mese, Richard et al. 2007).

Hay evidencias que el principal constituyente de los desmosomas en células de Sertoli
Plakophilin-2, se relaciona con Cx-43, formando un complejo proteico que regula la
dinamica de la BHT, a través de sus efectos sobre la redistribucion de los complejos de TJ.
Permitiendo probablemente a los espermatocitos en preleptoteno en transito por la BHT
usar las uniones de desmosomas para facilitar su movimiento, manteniendo al mismo
tiempo las funciones inmunoldgicas de la barrera hematotesticular (Michelle W. M. Lia
2009).
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1.3.d HEMIDESMOSOMAS YOTRAS UNIONES CELULA - CELULA.

Hemidesmosomas son uniones entre filamentos intermedios de células adyacentes y la
matriz extracelular y son detectadas en la porcion mas basal de la BHT en las células de
Sertoli (Mruk, Lee et al. 2004). Solo se conocen como posibles componentes, la interaccion
entre Laminina'y3 B3 / B1 integrina (Yan 2008), pero su completa composicion bioquimica

permanece largamente inexplorada.

Cabe mencionar el papel de la lamina basal y la tUnica propia, que conforman el
compartimiento peritubular en el epitelio seminifero.

Esta formada por una zona acelular, que consiste en varias capas de matriz extracelular
compuesta principalmente de fibras de Colageno tipo IV y Laminina, siendo una forma
modificada de matriz extracelular, adyacente a la célula de Sertoli (Dym and Fawcett 1970)
la cual no ha sido demostrado, sea una barrera fisicoquimica.

La zona celular esta formada por células mioides peritubulares y fibroblastos, en algunas
especies la membrana basal del epitelio seminifero y las células mioides constituyen una
barrera parcial a la libre difusion. pero en el hombre no es asi, como ha sido demostrado en
estudios por microscopia electrénica con el uso de trazadores (Fawcett DW 1956).

Es asi como solo los complejos de uniones entre células de Sertoli son los sitios anatomicos

de la barrera hematotesticular. (Fig. 3)

1.3.e ROL DE LAS HORMONAS EN LA FORMACION DE LA BARRERA
HEMATOTESTICULAR

La espermatogeénesis es un complejo evento bioquimico, que involucra la participacion del
eje hipotalamo-pituitaria-testicular, como regulador crucial, mediante la secrecion de la
hormona hipotaldmica, liberadora de gonadotrofina (GNRH) y 2 hormonas pituitarias,
hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona lutaeinizante (LH)

La hormona foliculo estimulante (FSH) estimula la proliferacion de las células de Sertoli
durante el periodo neonatal (Meachem, McLachlan et al. 1996; Allan, Garcia et al. 2004), e

indirectamente la LH controla la espermatogénesis a través de la produccion de la hormona
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testosterona producida por las células de Leydig (Walker 2009), que es la hormona
androgénica mas importante y cuya principal funcién es regular la espermatogénesis
estimulando la expresién génica de varias proteinas indispensables para este proceso.

Se conoce que la célula de Sertoli es el blanco para las hormonas foliculo estimulante
(FSH) y testosterona, y ademas es la Gnica célula testicular que posee el receptor para FSH
y el receptor de androgenos. La dinamica de estas hormonas sobre la células de Sertoli, le
permite soportar la maduracion de células germinales que conlleva a la espermatogénesis
(Sharpe, McKinnell et al. 2003)

También esta descrito que tanto FSH como testosterona tienen efectos en la dinamica de la
BHT, regulando la formacion de las especializaciones ectoplasmica y estimulando la
organizacion de las TJ y AJ entre células de Sertoli y células de Sertoli — células germinales
(Sluka, O'Donnell et al. 2006).

GL

Compartimiento

Peritubular =
CM @50 s CM » CM [ (M = ™M

Sl

Compartimiento
Intratubular

Cel. 2 2 Cel. o 2/ Cal.

. ES SHES

Sertoli 2 Sertoli . ES-_sertoli

fge R gl

Figura 3: Formacion de la barrera hematotesticular.

Esquema que muestra células de Sertoli comunicadas entre si, formando la barrera
hematotesticular, ademas se muestra la distribucion de algunas células testiculares, CL.:
Célula de leydig; F: fibroblastos; CM: células Mioides; MB: Membrana basal del tubulo
seminifero; Sl: sustancia intercelular; G: espermatogonias; ES: espermatocitos; S:
espermatidas. (*) Uniones entre células de Sertoli que conforman el sitio anatémico de la
barrera hematotesticular.
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1.4 FISIOLOGIA DE LA BARRERA HEMATOTESTICULAR

Mientras los cambios morfoldgicos durante la espermatogénesis ya son conocidos desde
décadas atrds. Los eventos bioquimicos que regulan y coordinan las etapas de la
reestructuracion de uniones celulares en la barrera hematotesticular y en la espermiacion,
permanecen largamente inexplorados y desconocidos, en especial el papel de FSH y otros
factores autocrinos en estos procesos.

Se conoce que existe una extensiva restructuracion de las uniones de la BTH, para permitir
el transito de los espermatocitos en preleptoteno / leptoteno a nivel del compartimiento
basal del tubulo seminifero, atravesando la BHT y entrando las células germinales al
compartimiento adluminal, para continuar con su diferenciacion durante los estados VIII al
IX del Ciclo del epitelio seminiferos, siendo un evento muy importante para la progresion
de la espermatogénesis (Russell 1977).

Se conoce que muchas citoquinas en especial TNFa y TGFB, hormonas como testosterona
y elementos de la matriz extracelular como metaloproteasas, son importantes reguladores
de la dindmica de las uniones de las BHT. Promoviendo la ruptura de los complejos de
union, manteniendo y al mismo tiempo facilitando el ensamblaje de nuevas proteinas de
adhesion celular (Yan, Mruk et al. 2008; Cheng, Wong et al. 2010) y todo ello de forma
sincronizada para poder mantener el transito y diferenciacion de espermatocitos tanto como

las funciones inmunoldgicas, demostrando que es un mecanismo muy eficiente.

En resumen, enormes esfuerzos se estan realizando para discernir cada vez mas la compleja
dinamica del microambiente formado por la BHT y su importancia en el proceso de la
espermatogénesis. Sin embargo son cada vez mayores las interrogantes que quedan al
definir nuevos modelos, como por ejemplo, cual es la composicion bioquimica de los
elementos que regulan la BHT, qué sefial los gatilla, cuales son las proteinas blanco, qué
tipo de cascada de sefializacion forma, cuales son sus relaciones fisiologicas y funcionales,

y cual es el mecanismo bioldgico que las genera.
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1.5. CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS DE SERTOLI Y SUS
APLICACIONES.

Cultivos primarios de células de Sertoli han llegado a ser una técnica muy popular, para
investigar las funciones de la célula de Sertoli y para clarificar su funciéon en la
espermatogénesis. Se destacan los trabajos pioneros de Steinberger en el campo
(Steinberger and Steinberger 1966; Steinberger and Steinberger 1970; Steinberger and
Steinberger 1971; Steinberger 1975; Steinberger, Heindel et al. 1975). Pero a la fecha muy
pocos modelos in vitro han permitido reproducir y testear la fisiologia de la BHT o
investigar otros parametros tales como la toxicidad de ciertos compuestos quimicos sobre la

funcion reproductiva, (Legendre, Froment et al.).

Entre los compuestos toxicos que provocan dafio a las funciones reproductivas se puede
nombrar entre los mas conocidos a: Bisfenol A (BPA), que es un toxico ambiental de tipo
estrogénico, usado para la manufactura de policarbonatos, epdxidos y resinas plasticas. En
general todos las personas estan siempre en contacto a este tipo de elementos o a sus
derivados, los cuales se metabolizan muy rapido en el cuerpo (Fiorini, Tilloy-Ellul et al.
2004).

Diversos estudios han mostrado que Bisfenol A perturba la integridad de la barrera
hematotesticular (Li, Mruk et al. 2009), esta propiedad de agente disruptor de tipo
reversible, de las adhesiones de la BHT; le han permitido a este compuesto ser utilizado
como un agente util para el estudio del trafico de proteinas y de la regulacion de la BHT
(Zhang, Lin et al. 2008; Li, Mruk et al. 2010).

1.6. PROTEINAS DE LA FAMILIA ADAMS Y SUS FUNCIONES EN LA
ESPERMATOGENESIS.

En la bdsqueda de nuevos mecanismo de regulacion de la espermatogénesis,

especificamente sobre la dindmica de las adhesiones celulares de la BHT, se podrian
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proponer maltiples moléculas. En nuestro laboratorio se han estado llevando a cabo muchas
investigaciones sobre un grupo especifico de proteinas, las metaloproteasas de la familia
ADAMs y su papel fisioldgico en los fenémenos de reproduccion.

Las proteinas ADAMs (A desintegrin and metalloproteases) son proteinas transmenbrana
de tipo I. Por su estructura molecular combinan caracteristicas de moléculas de adhesién
celular y proteinasas, ya que poseen un dominio metaloproteasa formado por la secuencia
de unién a un atomo de zinc que define su capacidad de proteina proteolitica, mientras que
su dominio “desintegrin” se une a un fragmento de integrina lo que le proporciona sus

propiedades de adhesién en membranas celulares (Primakoff and Myles 2000).

Esta familia de proteinas son fundamentales para el control de multiples procesos en el
desarrollo y la homeostasis; cumpliendo varias funciones en procesos celulares,
destacando: la fertilidad, la neurogenesis, y el control del ciclo celular (Blobel 2000), y al
mismo tiempo cuando sus funciones no son reguladas tienen una importante conexion en

estados patoldgicos incluyendo: Cancer, enfermedades cardiovasculares, y Alzheimer.

De 37 proteinas de la familia ADAMs conocidas, 25 de ellas se han descrito, expresadas de
forma exclusiva o predominante en el tejido reproductivo (Wolfsberg, Straight et al. 1995;
Primakoff and Myles 2000). Hay evidencias que sugieren, la existencia de un sistema en
red de algunas de las proteinas de la familia ADAMSs, que cumplen funciones en testiculo y
epididimo (Kim, Oh et al. 2006; Han, Choi et al. 2009), jugando este grupo de moléculas,
en espermatozoides un papel importante en los procesos de maduracion, adhesion y

migracién al Utero, eventos que conducen a la fertilidad (Edwards, Handsley et al. 2008).

ADAM 17, también conocida como TACE, enzima convertidor de TNF-a, que es requerida
para el desarrollo de tejidos epiteliales. Y ADAM10 también conocida como CD156c,
metaloproteasa con alta capacidad proteolitica, comparten homologia estructural y algunos
sustratos, Ademas ambas provocan la transducciones y regulacion de sefiales que llevan a
proliferacién y desarrollo en muchos epitelios (Maretzky, Reiss et al. 2005; Reiss,
Maretzky et al. 2005),.

Investigaciones en nuestro laboratorio han revelado que estas dos metaloproteasas estan en

testiculo y son implicadas en el clivaje de sustratos, y en vias de sefializacién que inducen
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muerte celular en células germinales (Lizama, Rojas-Benitez et al. 2010; Lizama, Rojas-

Benitez et al. 2011) y ademés estudios pionero realizados en nuestro laboratorio han

demostrado que también median la apoptosis de células germinales inducida por

xenoestrogenos (dato no publicado).

Existiendo evidencias importantes de la participacion de ADAM10 y ADAML17 en

procesos relevantes durante la espermatogénesis, al igual que en dafio a nivel reproductivo

producido por toxicos ambientales. Seria importante estudiar su expresion en la célula de

Sertoli, sus mecanismos de regulacion y su relevancia en procesos fisiologicos.

ADAWMIs: A Desintegrin And Metalloprotease
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Figura 4: Proteina de la familia ADAMSs y su funcion.

Esquema muestra, estructura molecular de proteina de la familia ADAMSs y su funcién

proteolitica.
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1.6 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Por las evidencias presentadas, es importante poder contar con un sistema modelo in vitro,
que pueda estudiar méas detalladamente las funciones de la célula de Sertoli, aislada del
componente espermatogénico, su dinamica y respuesta a factores tréficos, hormonales o

téxicos ambientales.

Con estas referencias se plantea la interrogante. ¢Podria un cultivo de células de Sertoli,
proliferar y expresar proteinas de adhesion celular formadoras de la barrera
hematotesticular y ser estos procesos modulados por factores paracrinos como hormonas

propias de la fisiologia testicular asi como por toxicos ambientales?

En este trabajo de investigacion, se probaran metodologias que intenten diferenciar y
caracterizar un cultivo primario de células de Sertoli en lo que respecta, si las células en
nuestro estudio pueden o no proliferar in Vitro. Al mismo tiempo se intentara definir la
formacién de uniones celulares entre células de Sertoli in vitro, iguales a los conocidas y
expresadas en la BHT, al igual que con suficiente validez, determinar si estos procesos

pueden ser modulados por hormonas y/o toxicos ambientales.

Ademas de proponer por primera vez la expresion y modulacion de proteinas de la familia
ADAMs en células de Sertoli, nuevas proteina implicadas probablemente en el mecanismo

de dafio por toxicidad a nivel reproductivo.
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Il. HIPOTESIS

FSH, Testosterona y Bisfenol A. son moduladores de la proliferacion, y de la expresion de
proteinas de la barrera hematotesticular y ADAM 10, de células de Sertoli en cultivo.

1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

1. Estudiar si la proliferacion de células de Sertoli en cultivo es modulada por FSH,

Testosterona y Bisfenol A.

2. Estudiar el efecto de FSH, Testosterona y Bisfenol A sobre la expresion de

proteinas de la barrera hematotesticular y ADAM 10 en células de Sertoli in vitro.
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111.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1

1.2

2.1

2.2

2.3

Caracterizar un modelo in Vitro de cultivo de células de Sertoli de rata y
Evaluar la expresion y localizacion de proteinas formadoras de la barrera
hematotesticular.

Determinar que la adicion de FSH vy testosterona aumenta la proliferacion de

células de Sertoli en cultivo

Determinar que la expresion y localizacion de proteinas de adhesion celular

cambia frente a tratamientos con Bisfenol A, FSH y testosterona in Vitro

Evaluar la expresion y localizacion de ADAM 10 y 17 en células de Sertoli

in Vitro.

Determinar que la expresion y localizacion de ADAM 10 cambia frente a

tratamientos con por FSH, Testosterona y Bisfenol A. in Vitro
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 ANIMALES

Para todos los experimentos se utilizaron ratas machos Sprague-Dawley de 17 dias de edad,

procedentes del bioterio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontifica Universidad

Catolica de Chile, con sede en la ciudad de Santiago.

Las ratas fueron mantenidas bajo un ciclo luz-noche de 12 horas con agua y comida ad

libitum y fueron sacrificadas por dislocacion cervical. Las investigaciones se llevaron a

cabo; siguiendo las reglas extendidas por la Guia para el cuidado y uso de Animales

agricolas en la investigacion y por el Consejo Nacional de Investigaciones.

IV.2 ANTICUERPOS, REACTIVOS Y HORMONAS

Anticuerpos Primarios y Secundarios usados en el estudio, se describen en la siguiente

tabla:

Anticuerpos Primarios

Procedencia

Tipo/Huésped

Claudina-11 Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA Policlonal / Conejo
Zona Ocludens-1 (Z0-1) | Zymed - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA Policlonal / Conejo
E-Cadherina BD, Biosciences, Franklin Lakes, NJ USA | Monoclonal/Ratdn
FAS-L R&D Systems, Minneapolis, MN USA Policlonal / Ratén

FAS - (APO-1) Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA Policlonal / Conejo
Clusterin -a/B Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA Policlonal / Conejo
B-actina Sigma, ST. Louis, MO, USA Policlonal / Ratén

Vimentina Sigma, ST. Louis, MO, USA Policlonal / Ratén

ADAM-10 Abcam, Cambridge, MA, England Policlonal / Conejo
ADAM-17 Abcam, Cambridge, MA, England Policlonal / Conejo

Anticuerpos Secundarios

Procedencia

Anti-raton-FITC

Zymed - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Anti-rata-FITC

Zymed - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Anti-conejo-FITC

Zymed - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Anti-raton-HRP

CPL Biologicals, Inc, USA

Anti-conejo-HRP

CPL Biologicals, Inc, USA

Tabla 1: Anticuerpos Primarios y secundarios empleados:
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Las hormonas y suplementos empleados para enriquecer el medio de cultivo, en
diferentes experimentos, se describen en la siguiente tabla:

Concentraciones
Hormonas y/o Suplementos empleadas
Foliculo Estimulante recombinante humana 5-10 ng/ml
Testosterona 3uM
4 Androstene-3,17diona 5-25uM
Insulina 5 pg/ml
Ac. L-ascorbico 50 pg/ml

Tabla 2: Hormonas y/o Suplementos empleados:

IV.3 CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE SERTOLI

Ratas machos prepuberes de 17 dias de edad se sacrificaron por dislocacion cervical, se
extrajeron ambos testiculos los cuales se decapsularon y se colocaron en PBS estéril para
luego cambiar por 15 ml de medio de cultivo DMEM-F12 incompleto (sin suero) en un
matraz autoclavado dentro de cdmara de flujo. La eliminacion del suero ha permitido
desarrollar un sistema definido al cual se le puede adicionar hormonas o factores requeridos

en condiciones de alta pureza y a concentraciones definidas.

El protocolo de aislacion disefiado es una modificacion del método descrito por: (Grima,
Pineau et al. 1992; Li, Lee et al. 2001). Los testiculos aislados se sometieron a una
digestién enzimatica, con la solucion de digestion No.1, se empleo 0,5 mg/ml de
Colagenasa tipo | (Sigma, St.Louis, MO, USA), 0,1 mg/ml de hialuronidasa (Sigma,
St.Louis, MO, USA); 0,05 mg/ml de DNAsa (Sigma, St.Louis, MO, USA). Se agito
suavemente por un maximo de 20 minutos, hasta obtener y observar los tibulos seminiferos
separados (sirve para eliminar células endoteliales y remanentes de células sanguineas). Se
Lavaron los tubulos seminiferos con medio de cultivo fresco por 3 minutos, se dejaron

precipitar los tabulos por gravidez y se retiro el medio (estos lavados se realizaron 3 veces).
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A continuacién se sometieron los tibulos seminiferos a una segunda digestién enzimatica
(sirve para eliminar remanentes de células de Leydig), se empleo una solucion de digestion
No. 2 que consta de: 15 ml de DMEM-F12 suplementado con Glicina 1M y EDTA 2mM,
se agito suavemente por 10 — 15 minutos, y se repitieron 3 lavados. Se volvio a realizar la
primera digestion enzimatica (sirve para eliminar remanentes de células mioides
peritubulares) con la solucion No. 1, repitiendo 3 lavados y luego se disgregaron
mecéanicamente los tubulos seminiferos con pipeta Pasteur entre 10 a 15 veces.

La suspension celular resultante se filtro mediante mallas de nylon de 250 y 70 pum (Small
Parts, Inc. Miramar, FL, USA), el filtrado se centrifuga a 500 rpm por 3 minutos, se
elimino el sobrenadante (remanente de celulas germinales) y el precipitado (células de
Sertoli) se resuspende en medio DMEM-F12 suplementado con antibioticos, para plaquear
a una densidad de 1x10° células/ml.

Cuando se requirio, se plaguearon células sobre cubreobjetos cubiertos por Matrigel
(Sigma), a una concentracion de 2.5 mg/ml. Matrigel es un suplemento extraido de
sarcomas de rata, que consiste principalmente en moléculas de matriz extracelular, como
laminina, Proteoglicanos, heparan sulfato y Colageno 1V, contiene también diversos
factores de crecimiento como EGF-IGF, y significativas cantidades de protequinasas,
activador del plasminogeno, metaloproteasas y factores angiogenicos como TGF (Kleinman
and Martin 2005).

El manejo y desecho de animales de experimentacion, se realizé de acuerdo a lo estipulado
en el Manual de Normas de Bioseguridad, editado por CONICYT en 1994. Los restos de
animales sacrificados y los remanentes del proceso de cultivo se eliminaron rutinariamente

como desechos bioldgicos, siguiendo los protocolos de la Universidad, para estos fines.
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V.4 TRATAMIENTOS

Las células se cultivaron segun los tiempos descritos para cada experimento en una estufa a
37 °C en una atmosfera de 95% de O, y 5 % de CO,, los protocolos de cultivos primarios
de células de Sertoli son bastantes ambiguos en definir la temperatura de cultivo, teniendo
como rango 35 a 37 °C, en el laboratorio se eligio trabajar bajo 37 °C. Se reemplazé el
medio de cultivo cada 24 horas y la mayoria de ensayos se realizan a partir del tercer dia de

plaqueo.

Para el estudio de los efectos de hormonas y suplementos in vitro, sobre las células de
Sertoli extraidas y purificadas, el medio de cultivo se suplemento con las soluciones de
hormonas y/o suplementos antes descritos por 24 o 48 horas. Como control las células se
cultivaron en medio DMEM/F12 incompleto (sin suero).

Para el estudio de los efectos de xenoestrogenos, sobre las células de Sertoli extraidas y
purificadas, al medio de cultivo se adiciona concentraciones variables de Bisfenol A (BPA)

(Sigma) por 24 horas.

IV.5 ESTUDIOS DE VIABILIDAD Y PROLIFERACION CELULAR
IV.5.a Incorporacion de Azul de Tripan

La viabilidad de las células de Sertoli extraidas, se estudio a 1, 3, 5 dias de cultivo en
DMEN/F12 incompleto y/o suplementado con Matrigel, y frente a tratamiento.
Transcurridos los periodos de tiempo necesarios, se adicionaron 10 pl de azul de Tripan

(Sigma, St. Louis. MO, USA) a cada pocillo y se incubaron por 10 minutos.

A continuacién, las células se extrajeron de cada pocillo por tratamiento con tripsina y
adicionando una alicuota de 10 pl en cdmara de Neubauer, por microscopia de campo claro

se cuantifica el porcentaje de viabilidad celular restando el nimero de células en proceso de
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muerte tefiidas de color azul frente al total de células presentes otorgado por el conteo de
los respectivos cuadrantes en la cAmara de Neubauer, y expresando este dato en porcentaje.

IV.5.b Incorporacion de CFSE, acoplada a Citometria de Flujo.

Para evaluar la proliferacion celular se midi6 la especificidad de la perdida de fluorescencia
del colorante carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE), (Molecular Probes,
Invitrogen, USA), cuantificando el porcentaje de intensidad de fluorescencia de CFSE a (A
excitacion 491 nm, A emision 518 nm). Se midi6 utilizando un citometro de flujo (FACS
Calibur Becton Dickinson).

Las células a una densidad de 1x10° células/ml resuspendidas en PBS se cargaron con 3,3
mM de (CFSE) stock, incubandose por 15 minutos a 37 °C en una atmosfera de 95% de O,
y 5 % de CO,, se centrifugaron y se resuspendieron en medio DMEN-F12, volviéndose a
incubar bajo las mismas condiciones durante 30 minutos, para finalmente sembrarlas en
placas de 60 x 15 mm. Se requirié de un minimo de 6 lapsos temporales para el analisis de
proliferacion; apartados en espacios de 12 — 24 — 48 — 72 — 96 y 120 horas, tomando como
punto inicial 0 horas de cultivo, el mismo que es usado como control positivo de intensidad
de fluorescencia. Un paso critico en el disefio del experimento fue, tomar como control el
valor de autofluorescencia, que fue obtenido usando células no cargadas con CFSE
(Hawkins 2007).

Transcurrido los tiempos de incubacion se extrajeron las células por rastrillos y fueron
fijadas con paraformaldehido (PAF al 4%) al 4%, y almacenadas a 4 ° C. La intensidad de
fluorescencia, el tamafio y la granularidad de las células de Sertoli se estudio mediante
citometria de flujo, los resultados fueron analizados con el programa FCS express flow plus

image versién 4.0.
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IV.5.c Medicion de Ciclo Celular

La proliferacion celular es un proceso cuidadosamente regulado, las células tanto en cultivo
como in vivo crecen y proliferan a medida que avanzan por las etapas de su ciclo celular.
citometria de flujo es capaz de identificar la distribucion de las células durante las
diferentes fases del ciclo celular, pudiendo ser reconocidas 3 distintas fases en una
poblacién de células proliferativas: Fase GO/G1, Fase S (sintesis de DNA) y Fase G2/M
(mitosis), entendiéndose que la poblacién celular esta en fase proliferativa cuando hay una
disminucién de la fase GO/G1 y un aumento de la Fase G2/M.

Células de Sertoli aisladas segtn protocolo y plaqueadas en 1x10° células/ml fueron
cultivadas en placas de 60 x 15 mm y fueron extraidas a las 12 — 24 — 48 — 72 — y 96 horas,
fijadas en etanol 70% y almacenadas a -20°C, hasta ser leidas. Antes de la lectura, las
células fueron marcadas con buffer de ciclo celular que contiene 50 ug/ml de yoduro de
propideo (IP) y detergente en etanol, para permeabilizar las membranas y permitir la
entrada de IP al nicleo, La cantidad de IP unida al DNA de las células fijadas fue medida a:

A excitacion 493 nm, A emision 630 nm, por citometro ( FACS Calibur Becton Dickinson).

Sobre 5000 células marcadas IP positivo, fueron analizadas en la citometria por cada
muestra. Para el analisis de las fases del ciclo celular fue usado el programa FCS express

flow plus image version 4.0.

IV.6 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA POR  MICROSCOPIA
CONFOCAL

Células de Sertoli aisladas y purificadas de testiculos de rata de 17 dias, fueron sembradas
por 4-5 dias, en cubreobjetos de plastico colocados en placas de 24 pocillos cubiertos con, o
sin Matrigel. Se retir0 medio de cultivo de las placas y células se fijaron con
Paraformaldehido (PFA) 4% en PBS pH 7.4, durante 10 -15 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente las células se lavaron cuidadosamente 4 veces con PBS por 5
minutos, para retirar el exceso de (PFA), que pueda interferir. Se permeabiliz6 con una

solucion de PBS-BSA 1% - TritonX-100(0.01%), se bloqued 1 hora con 500 pl a cada
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cover de PBS-BSA 1%, luego se adiciond anticuerpo primario y se incubd en cdmara
himeda toda la noche a 4°C, finalmente se revela con anticuerpos anti ratén o conejo,
descritos en la seccion anticuerpos, en caso de ser necesario se tifien los nicleos con (IP).
Las muestras se observaron bajo microscopios confocales (Olimpus Fluoview SV-1000, IX
82y Zeis Modelo LSM 510).

Todos los parametros fueron mantenidos constantes, para un particular tipo de experimento,
las imégenes fueron adquiridas en 8 bits y se usaron 2 canales, para el canal No 1 se uso un
anticuerpo secundario ligado a FITC (Fluorescein Isothiocyanate )(A excitacion 488 nm, A
emision 505-525 nm); y para el canal No.2 se uso un anticuerpo secundario ligado a
rodamina (A excitacion 513 nm, A emision 560 nm) o IP (excitacion 493 nm, A emision 630
nm). Cuando se requiridé se capturaron stacks de imagenes a intensidad I (x,y,z) - E [O,
255]; tamafo del voxel Ax/ Ay / Az= 70/70/300 nm. Se garantiz6 que la intensidad
I=(X,y,2), no estuviese saturada y que el fondo de la imagen fuese superior a 1, ajustando la
potencia del laser, la ganancia y el offset del detector. Se empleo objetivos de 60X y zoom

digital, al igual que reconstrucciones tridimensionales de cortes en planos Z.

Los grupos de imagenes confocales fueron deconvolucionadas usando el software Huygens
Scripting (Scientific Volumen Imaging, Hilversum, Netherlands), el procesamiento y
andlisis de las imagenes fue desarrollado en el laboratorio SCIAN (Universidad de Chile)

usando el software Interactive Data Language (ITT, Boulder, CO)

IV.6.a Medicion de la Colocalizacion de proteinas de adhesion celular

La fisioldgica funcion de una proteina esta fuertemente relacionada con su localizacion y es

crucial para entender su rol en los procesos biologicos (Bolte and Cordelieres 2006).

Esta definicidén tiene mayor importancia en un microambiente como el formado por las
células de Sertoli, en el tubulo seminifero dado que las TJ de la BHT disefian un limite

entre el dominio apical y el basolateral de la célula de Sertoli.
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Microscopia confocal es usada frecuentemente para estudiar la distribucion espacial o
localizacion de una macromolécula en una particular estructura subcelular, en especial
cuando la distribucion de la estructura subcelular no es uniforme, por ejemplo como la

observada en membranas celulares donde la delgadez es aproximadamente 50 °A.

Es extremadamente importante entender el error asociado con las diferentes técnicas de
colocalizacién (Comeau, Costantino et al. 2006). Es por eso que es conveniente usar un
modelo deconvolucionado, que nos pueda guiar a una correcta interpretacion de las

imagenes fluorescentes en Microscopia Confocal (Fink, Morgan et al. 1998)

El procedimiento de deconvolucion empleado, establece un umbral entre lo que se
considera sefial y ruido usando un algoritmo basado en estimadores de maximos comunes
(PSF), este procedimiento es esencial para el analisis de imagenes y para los célculos de
coeficientes de co-localizacion (Ramirez, Vidal et al. 2009). La segmentacion de ROI en
nuestras imagenes fue otra metodologia empleada, que se basa en el proceso que separa
objetos 0 R.O.I que tengan algun significado dentro de la imagen, mediante criterios de

proximidad, similitud y continuidad.

Co-localizacién se define como la presencia de diferentes moléculas en un mismo espacio
bidimensional en una célula dos moléculas fluorescentes co-localizan cuando la emision de
fotones son detectados dentro del mismo pixel (2 dimensiones) o voxel (tres dimensiones).
Hasta ahora ninguna metodologia estandar se ha establecido para poder caracterizar la co-
localizacion, de forma inequivoca, por la gran diversidad de estructuras biologicas de

interés

El analisis de imagenes empleado produce 2 coeficientes que representan la fraccion del
objeto que co-localiza en cada componente de una imagen en canales duales (Manders
1993). los coeficientes Manders 1 (M1) y Manders 2 (M2); describen la contribucion de la
intensidad de fluorescencia de cada uno de los canales seleccionados, para los pixeles de
interés, de cada ROI (Zinchuk, Zinchuk et al. 2007). Asi para la cuantificacion de la co-
localizacion se calculo en el programa determinado M1 y M2 entre las regiones de interés

de las imagenes procesadas, segun la siguiente definicién.
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Cabe destacar que los criterios de deconvolucion y segmentacion, fueron mantenidos
constantes para el analisis de todas las imagenes dentro de una categoria en particular. La
calidad de la segmentacion fue controlada interactivamente solapando la imagen

fluorescente original, con las mascaras que crea la segmentacion en cada canal.
IV.7 WESTERN BLOTS

Células de Sertoli extraidas y cultivadas bajo las condiciones antes descritas, al igual que
extractos proteicos de testiculos decapsulados usados como control; se separaron para
cuantificacion de proteinas, extraidas mediante sonicacion en tampén RIPA (50 mM Tris-
HCL pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA, 1 mM NAF, 1% deoxicolato de Sodio;1 mM
PMSF y coctel de inhibidor de proteasas (Sigma, St. Louis, MO,USA). La cuantificacion
de proteinas se determind mediante el método descrito por Bradford (1976). Seguido, 20 pg
de proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE;
en porcentajes entre 7.5% y 15% dependientes del peso molecular de las proteinas
estudiadas. Las proteinas se transfirieron a una membrana de Nitrocelulosa (Thermo
Scientific). Luego de incubar toda la noche con los anticuerpos primarios, las membranas
se lavaron tres veces por 5 minutos en TBS - Tween al 0,1%. Para luego incubarse por una

hora con sus respectivos anticuerpos secundarios acoplados a HRP.

Cada Western Blot fue revelado por quimioluminioscencia (Kit de revelado Perkin-Elmer).

Para todos los casos como control de carga se utilizo la detecciéon de B-actina (1:5000,

Sigma. St, Louis, MO, USA).
V.8 ANALISIS ESTADISTICO

Analisis estadisticos, fueron desarrollados usando el programa GraphPad Prism, versién
5.01 (GraphPAd Software, La Joya, CA, USA)
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V. RESULTADOS

V.1 ESTUDIAR SI LA PROLIFERACION Y EXPRESION DE PROTEINAS DE LA
BHT y ADAM-10, SON MODULADAS IN VITRO POR FSH — TESTOSTERONA Y
BISFENOL A

V.1.1 CARACTERIZAR UN MODELO IN VITRO DE CULTIVO DE CELULAS
DE SERTOLI DE RATA Y EVALUAR LA EXPRESION Y LOCALIZACION DE
PROTEINAS FORMADORAS DE LA BARRERA HEMATOTESTICULAR.

V.1.1.a Estudiar la Pureza de Cultivo por Morfologia

El empleo de cultivos primarios de Células de Sertoli posee la desventaja, de contener en
muchos casos mas de 1 tipo celular y frecuentemente no mantienen sus funciones por
periodos prolongados (Mather 1980), por tal aseveracion se necesita para disefiar un
modelo de cultivo primario establecer un grado de pureza del cultivo. Esta descrito que
células de Sertoli in vitro poseen una alta tasa glucolitica, y producen lactato y piruvato, por
ello se ha encontrado que el medio minimo DMEM-F12 puede ser util para el cultivo
primario de este tipo celular, con estos datos se disefiaron las condiciones optimas para

disminuir al minimo la contaminacion y proliferacion de células germinales in vitro.

Las células de Sertoli extraidas segun protocolo detallado en secciones anteriores fueron
primeros analizadas morfolégicamente, una vez marcados con 1% de azul de Toluidina, la
gran mayoria de las células del cultivo mostraron una morfologia uniforme, similar a la
descrita en la literatura para la célula de Sertoli, siendo relevante mencionar, para su
identificacion, la observacion de ndcleo ovoide con granulos de heterocromatina y
diferenciacion de nucléolos tripartitos, al igual que se distingue en todas las células una
gota lipidica, y un extenso citoplasma, con abundante granularidad, caracteristicas de la

célula en estudio (Fig 5).
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Este resultado revela que en examen directo al microscopio las células obtenidas en cultivo

primario presentan la misma morfologia descrita en la literatura para la célula de Sertoli.

Gota lipidica

Figura 5: Evaluacion de la morfologia de células de Sertoli extraidas.

Células de Sertoli de ratas de 17 dias se cultivaron en medio DMEM-F12 sin suero, y se
marcaron con solucion de azul de Toluidina por 5 minutos previo a la exanimacion directa
al microscopio. Se puede distinguir células alargadas, con citoplasma granular, nicleos
ovoides, nucléolos tripartitos y la presencia de una gota lipidica, caracteristicas
morfolégicas de las células de Sertoli. Iméagenes en escala de grises, en A) imagen
adquirida con objetivo 40X, B) adquirida a 60X.

V.1.1.b Medir la Pureza del cultivo por el uso de Marcadores Celulares.

Para demostrar y cuantificar la pureza del modelo de cultivo primario, se emplearon
marcadores celulares y se midié sus niveles por western blot e inmunofluorescencia
indirecta con microscopia confocal. Se uso como marcador positivo para células de Sertoli,
la expresion de Clusterin, Vimentina, FAS-L y como marcadores de células germinales el
receptor FAS.

Para evaluar la identidad y pureza de nuestro cultivo primario de células de Sertoli, con
respecto a una posible contaminacion con células germinales, se detecto por
inmunoreaccién la marcacion contra la proteina de citoesqueleto Vimentina, que marco la

mayoria de las células del cultivo (Fig. 6)
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Control Negativo Vimentina

C. Sertoli

Figura 6: Identificacion de Células de Sertoli extraidas.

Células de Sertoli se cultivaron en medio DMEM-F12 por 4 dias y por
inmunofluorescencia indirecta (IFI), se marcaron para el anticuerpo de filamentos
intermedios Vimentina, especifico para células de Sertoli, se muestra imagen por
microscopia confocal.

Luego para cuantificar el porcentaje de pureza en nuestro cultivo se evaluo la presencia de
Clusterin (Clark and Griswold 1997; Davidson, Bell et al. 2007), FAS-L y FAS (Xu, Li et
al. 1999), contando el numero de células marcadas positivas para cada uno de los
anticuerpos estudiados frente a la marcacion nuclear con IP, Los resultados mostraron que
méas del 95% de las células cultivadas fueron Clusterin y FASL positivas, y s6lo un
pequefio porcentaje, inferior al 5% fueron FAS positivas (Fig. 7A). Por otro lado, estos
resultados fueron corroborados por western blot, donde se observd qué las células en
cultivos no presentaban niveles proteicos para la proteina de células germinales FAS, pero

si expresan niveles para proteinas propias de célula de Sertoli (Fig. 7B).

Estos resultados demuestran el alto porcentaje de pureza (+ 95%) del cultivo primario de
células de Sertoli usado en nuestro modelo, existiendo solo una insignificante

contaminacién con otros grupos celulares.
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Figura 7: Cuantificacion de pureza de cultivo primario de células de Sertoli.

Células de Sertoli extraidas de ratas de 17 dias se cultivaron en medio DMEN-F12 por 4
dias y, se midieron los niveles proteicos para Clusterin, FAS-L, FAS, Vimentina, A)
Cuantificacion del porcentaje de céelulas marcadas positivas por inmunofluorescencia,
para cada uno de los anticuerpos, B) Cuantificacion del porcentaje de pureza del cultivo,
promediando el total de células positivas y/o negativas, C) Western blot de la expresion
de marcadores celulares. Cada barra es el promedio £ E.S. (n=6-10 micrografias, 100
células por campo). *: p<0,001.

V.1.1.c Estudio de la proliferacion de células de Sertoli in vitro

La cuantificacion de fluorescencia para examinar la proliferacion celular por microscopia,
es una metodologia que podria resultar muy lenta y poco eficiente, es por eso que la
reemplazamos por una metodologia de medicion de fluorescencia por citometria de flujo.
Se realizd un ensayo de incorporacion de carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
(CFSE) que es un compuesto fluorescente y permeable a la célula. ElI (CFSE) tiene dos
grupos acetatos que se encuentran a los extremos de la molécula, lo que le otorga una alta

permeabilidad por las membranas celulares. Sin embargo, una vez en el citoplasma estos
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grupos acetatos son removidos por estearasas intracelulares, que le otorga una salida méas
lenta a través de las membranas, lo que facilita al grupo succinimidyl de esta molécula que
pueda reaccionar con grupos aminos intracelulares de forma estable, acumulandose en altas
concentraciones a nivel celular (Parish 1999) . Por lo tanto cuando la célula se divide, el
compuesto se reparte homogéneamente entre las dos células hijas, por lo que la intensidad
de fluorescencia disminuye a la mitad, pudiéndose de esta manera cuantificar la
proliferacion celular (Yates 2007) (Liu, Yu et al. 2006).

Los resultados mostraron un desplazamiento a la izquierda en el poblacion marcada con
CFSE a tiempo cero, a medida que transcurrié el periodo de cultivo (Fig. 8A, B). Esto se
interpreté como una pérdida de fluorescencia asociada a la proliferacién celular a lo largo
del periodo de incubacion. Lo que indica claramente que las células estan proliferando en

cultivo, bajo las condiciones establecidas como observa en Fig. 8C.

Cel Sertok en DMen-F12

Autofluorescencia

SSC-A

0 horas

12 horas

24 horas

48 horas

72 horas

96 horas

120 horas

10° 10

) 10° 10
CFSE intensidad
Figura 8: Estudio de la proliferacion de células de Sertoli in vitro.

Se estudiod en células de Sertoli en cultivo el curso de su proliferacion de 0 a 120 horas, por
incorporacion con CFSE, midiendo la intensidad de fluorescencia por citometria de flujo.
A) Poblacién de células de Sertoli cargadas con CFSE y analizadas. B) Curso temporal de
intensidad de CFSE, como control se observa el peak de intensidad de fluorescencia a
tiempo (0 horas). C) Micrografias de células en cultivo a 24 — 48 hrs.
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V.1.1.d. Estudio del ciclo celular de células de Sertoli en cultivo.

Para validar los resultados obtenidos y confirmar, si las células de Sertoli extraidas de ratas
prepuberes podrian proliferar en cultivo, se empled la citometria de flujo como metodologia
de eleccion para el andlisis del contenido de DNA, vy asi definir el grado de proliferacion
celular (Darzynkiewicz, Halicka et al. 2010)

Cuatro distintas fases pueden ser reconocidas en células en proliferacién, G1, S (fase de
sintesis de DNA), G2 y fase M (mitosis) (Nunez 2001). En este contexto, se decidio
observar los ciclos celulares de nuestro modelo de cultivo primario a distintos tiempos del

cultivo.

Es asi como se extrajeron células cultivadas en medio DMEM-F12 a diferentes tiempos,
fijandose y marcandose con un colorante para &cidos nucleicos (yoduro de propidio, IP), se
pudo obtener una serie de histogramas que muestran las distintas fases de ciclo celular en
cada tiempo de cultivo desde 0 horas hasta 120 horas. Se observo de 12 a 24 horas de
cultivo un aumento en las fases S y G2/M lo que indica una reentrada al ciclo celular y
proliferacion, a las 48 horas un cambio del ciclo, y desde las 72 horas hasta el ultimo
tiempo de medicion, un arresto del ciclo celular con aumento en las fases GO/G1l y
disminucion en las fases S y G2/M, lo que indica cese de proliferacion y quiescencia de las

células de Sertoli en cultivo (Fig. 9B).

Toda poblacion celular colocada en cultivo es sujeta a algo de muerte. En el modelo de
cultivo primario un porcentaje no significativo de células en fase subG1 observadas en el
estudio por citometria, son resultados de los procesos de preparacion celular y porque las
células de tipo germinal, no logran sobrevivir en el ambiente de cultivo disefiado

exclusivamente para las células de Sertoli.

Ambos ensayos son concluyentes en referir que las células de Sertoli extraidas y procesadas

estan proliferando hasta aproximadamente el tercer dia del cultivo.
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Figura 9: Medicion del ciclo celular de células de Sertoli

Células de Sertoli se cultivaron en medio DMEM-F12 sin suero, se estudio el curso del ciclo
celular de 0 a 120 horas de cultivo por citometria de flujo; A) Plot de densidad de poblacion,
indica la poblacion de células de Sertoli estudiadas, B) Histogramas de ciclos celulares a
diferentes tiempos de cultivo, que indican reentrada al ciclo celular y proliferacion a las 12 y 24
horas del ciclo, un cambio del ciclo celular a 48 horas y arresto del ciclo celular desde las 72
horas hasta el Ultimo tiempo en cultivo en medicion.

V.1.1.e Localizacion y expresion de proteinas de adhesion in vivo

En primer lugar, decidimos estudiar in vivo, la presencia y localizacion de las moléculas de

adhesion elegidas para nuestro estudio, representantes de uniones estrechas (Claudina-11,
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Z0O-1) y uniones adherentes (E-Cadherina), mediante inmunofluorescencia indirecta por
microscopia confocal, se observaron cortes de 5 um, de tdbulo seminiferos de ratas de 17

dias prepuberes, fijados en Bouin, y desparafinados.

En los resultados se observa a la proteina ZO-1, repartida alrededor de la lamina basal entre
los lugares de contacto de Sertoli - Sertoli y Sertoli - germinales. La presencia de Claudina-
11 se observé de manera mas difusa entre los lugares de contacto célula-célula, cercanos a
la lamina basal, siendo este el sitio de union de células de Sertoli adyacentes y el lugar de

formacién de la barrera hematotesticular.

De igual forma se evalud la expresion de Cadherina-E, que se observé en los lugares de
contacto de células de Sertoli adyacentes (Fig. 10). Lo que confirmo que in vivo en ratas de
17 dias de edad, se esta restableciendo un contacto intimo entre células de Sertoli y se

expresan proteinas constitutivas para formar la barrera hematotesticular.

Control Claudina 11 Cadherina-E

Figura 10: Localizacion y expresion de proteinas de adhesién in vivo.

Testiculos de ratas de 17 dias fueron extraidos y fijados en Bouin, parafinados e incluidos, se
realizaron cortes de 5uM en micrétomo, desparafinados y fijados previa IFI, por microscopia
confocal, se observan: A) Control anticuerpos secundarios B-E) Claudina-11 en FITC, C-F) ZO-1
en FITC, D-G) Cadherina-E en FITC. La marcacion se observa cercana a la lamina basal. Imagenes
deconvolucionadas por software Huygens Scripting (Scientific Volumen Imaging, Hilversum,
Netherlands), Objetivo 40X.
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V.1.1.f Localizacion y expresion de proteinas constitutivas de la BHT in vitro.

Para responder la pregunta, si es factible disefiar un modelo in vitro de la barrera
hematotesticular, es prioritario que las principales proteinas formadoras de ese sistema se
expresen y localicen en los sitios de unién célula a célula. Se investigé si células de Sertoli
extraidas y cultivadas sobre Matrigel 2.5 ng/ml en DMEM-F12 por 4 dias, podrian expresar
las proteinas constitutivas de TJ de la barrera hematotesticular, Claudina-11, y Zona
Ocludens 1 (ZO-1); proteinas AJ, Cadherina-E.

Los resultados permitieron observar inmunoreaccion (Fig. 11), tanto para Claudina-11, ZO-
1, y Cadherina-E, cuando las células estan estableciendo contactos por confluencia y que
estas proteinas se localizan en los sitios de contacto célula - célula. Sélo para la proteina TJ,
Claudina-11 se pudo visualizar que se define en los contornos de la célula, exclusivamente
cuando hay un mayor porcentaje de confluencia en el cultivo celular, si la confluencia es

menor la proteina se observa a nivel del citoplasma.

Estos ensayos confirman que en nuestro modelo in vitro, las células de Sertoli en cultivo,
esta equipadas con la maquinaria necesaria para ensamblar iguales complejos de adhesion

celular de uniones delgadas — adherentes y de comunicacién como in vivo.
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Figura 11: Expresion y localizacion de proteinas constitutivas de la BHT in vitro.

Deteccidn de proteinas de uniones en cultivo primario de Sertoli en Matrigel. Usando IFI
con microscépica confocal se muestran imagenes correspondientes: (A) Control Negativo,
D) Z0O-1, G) Claudina-11; en (FITC), J) Cadherina E, Objetivo 60X, zoom digital. E)
Conexina-43 Objetivo 60X. B-E-H-K) Los nucleos fueron marcados con IP (rojo). C-F-1-L)
Imagen en Merge.
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V.1.1.g Medicion del grado de co-localizacion de Uniones Estrechas frente a Uniones

adherentes en cultivo de células de Sertoli

Clasicamente se sabe que las proteinas de adhesion celular de la BHT, co-localizan in vivo
(Siu and Cheng 2004). Para determinar el grado de colocalizacion de proteinas constitutivas
de BHT, se fijaron cultivos de célula de Sertoli que tenian 5 dias de plaqueo y se realiz6
IFI para dos proteinas, para localizar a cada uno de ellos en canales distintos. (fig. 12)

Cadherina-E Claudina-11 Merged

Cadherina-E

Figura 12: Co-localizacidn de proteinas de uniones en cultivos primarios de Sertoli en
Matrigel

Inmunofluorescencia por microscopia confocal muestra co-localizacion de complejos de
union célula-célula (A-D, G-J) E-Cadherina en (FITC), (B-E) Claudina-11 en (rodamina),
(H-K) ZO-1 en (rodamina), (C-F, I-L) imagen en merged. Micrografias (D-E-F), (J-K-L)
corresponden a zoom digital, de la R.O.I sefialada en recuadro.




La superposicion de imagenes reveld de forma visual una alta colocalizacion pero no

cuantifica la localizacién entre Claudina-11 con cadherina-E o ZO-1 con cadherina-E.

Mediante inmunofluorescencia indirecta por microscopia confocal, se tomaron grupos de
imagenes de 0.5 um de células de Sertoli cultivadas in vitro por 5 dias, midiendo en dos
canales la co-localizacion que podria haber entre Cadherina-E conjugado en FITC frente
Claudina-11 o ZO-1 con un anticuerpo secundario conjugado a rodamina. Previa
cuantificacion, las imagenes tuvieron que ser deconvolucionadas, y también se realizd una
confiable segmentacion de R.O.l, de las imagenes obtenidas, aplicando un gradiente de
filtros y seleccionando diferentes valores umbrales en histogramas, obteniendo una

definicion de los bordes de marca para los anticuerpos a estudiar.

El andlisis de los coeficientes de Manders indica que, para las proteinas TJ: + 88% de
Claudina-11 y + 75% de ZO-1, que se encuentran en regiones de contacto célula — celula,
co-localiza en el mismo compartimiento celular ocupado por la proteina AJ: Cadherina-E,
mientras que solo alrededor del 30 — 35% de Cadherina-E co-localiza en los mismas
compartimientos celulares que ocupan las proteinas Claudina-11 y ZO-1 respectivamente
(Fig. 13).

Para determinar a qué nivel existia mayor ensamble y méas cercana co-localizacién de
nuestras proteinas de adhesion se realizd una cuantificacion de la co-localizacion
empleando los coeficientes de Manders, a secuencias de imagenes en planos (Z),
adquiridas por IFI en canales duales por microscopia confocal, de células de Sertoli en

cultivos, deconvolucionadas y segmentadas.

Los planos Z obtenidos en cada una de las imagenes se clasificaron en 2 grupos: Planos
basales y planos apicales y se midieron los indices de Manders en cada uno de estos grupos.
Los resultados mostraron que la co-localizacion de las proteinas Cadherina-E frente a las
proteinas TJ es mayor (cuantificado por el indice M1), en las imagenes que agrupan a los
planos basales. Mientras que la co-localizacién de Claudina-11 y ZO-1 frente a la proteina
Cadherina-E (cuantificada por el indice M2), es significativamente mayor en el grupo de
grupos de imagenes que agrupa los planos basales (Fig. 14). Pudiendo referir que estas

proteinas se ubican y co-localizan en mayor porcentaje, en zonas basales del cultivo celular.
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Este resultado demuestra que en las regiones de contacto-célula-célula de los cultivos de
celulas de Sertoli se establecen uniones de tipos adherentes y delgadas que co-localizan en
regiones basales.

Cadherina-E Claudina 11

e . .
C C
Deconvolucion
D - )
\

{*

Segmentacion

E

Colocalizacion de Proteinas de Adhesion
en Cultivos Sertoli

1.54

1.04

0.54

0.0

Ecad - Clau 11 Ecad -Z0

B M1 Chanel Cadherina-E
@@ M2 Chanel Clau-11 / ZO-1

Figura 13: Cuantificacion del grado de co-localizacion de proteinas de uniones en
cultivos de Sertoli en Matrigel.

A) Inmunofluorescencia por microscopia confocal imagenes fueron combinadas para
visualizar co-localizacion, B) Se muestra seleccion de R.O.1. C) Deconvolucion de las R.O.I
D) Segmentacién de las R.O.l. D) Cuantificacion de co-localizacion por indices de Manders,
para Cadherina-E (M1) corresponde a la proporcién de E-Cadherina que co-localiza con las
(TJ) Claudina-11 u ZO-1. Para Claudina-11 u ZO-1 (M2) corresponde a la proporcion de las
(TJ) que co-localizan con la (AJ) Cadherina-E. Cada barra es el promedio £ E.S. de los
indices de Manders, para 10-12 imagenes Opticas.

52




Colocalizacion E-Cad Vs Clau-11 Colocalizacion E-Cad Vs Z20-1

*
*

0.15- 0.204
0.154
0.104
= = 0.101
= .
_I_ —I_
0.054
0.054
0.00 : 0.00- Y
Basal Apical Basal Apical
Planos Planos
Colocalizacion E-Cad Vs Clau-11 Colocalizacion E-Cad Vs ZO-1
*%k =
0.254
0.20
g o 0157
=
0.10 I
0.054
¥ 0.00- 1
Basal Apical Basal Apical
Planos Planos

Fig.14. Cuantificacion del grado de co-localizacion segun niveles de cortes en plano Z,
de proteinas de uniones en cultivos primarios de Sertoli en matrigel

Se clasificaron grupos de imagenes obtenidos por IFI, en planos basal, y apical:
Cuantificacion de co-localizacion por indices de Manders, M1corresponde a la proporcién de
E-Cadherina que co-localiza con las TJ Claudina-11 y/o ZO-1 en los diferentes planos (M2)
corresponde a la proporcion de las TJ Claudina-11 y/o ZO-1 que co-localizan con la AJ
Cadherina-E en los diferentes planos. Cada barra es el promedio £+ E.S. de los indices de
Manders, para 7-8 imagenes dpticas conteniendo 10-16 stacks cada una. *:(p<0,05),
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V.1.2 DETERMINAR SI LA ADICION DE FSH Y TESTOSTERONA AUMENTA
LA PROLIFERACION DE CELULAS DE SERTOLI EN CULTIVO.

V.1.2.a Estudiar la viabilidad de células de Sertoli en cultivo, y determinar si cambia
frente a tratamientos con FSH y androstenadiona.

Las células de Sertoli aisladas segun protocolo; se cultivaron, y se determind primero la
viabilidad celular por ensayos de incorporacion con azul de tripan, calculando el porcentaje
de células vivas. Al mismo tiempo, a las 24 horas de cultivo, las células de Sertoli extraidas
se trataron bajo tres condiciones, medio con DMEM-F12 incompleto y medio DMEM-F12
suplementado con FSH a dosis variables y dos concentraciones de 4 Androstene-3,17diona
(variable de testosterona), tal ensayo también lo usamos para definir en el cultivo dosis-
respuesta de las células al tratamiento con FSH y 4 Androstene-3,17diona.

Los resultados mostraron que la viabilidad de células en cultivo incrementa en el tiempo, en
las células cultivadas bajo las condiciones establecidas. Por otro lado, cuando las células de
Sertoli se cultivaron con 2.5 uM de FSH mas 2.5 0 25 uM de 4 Androstene-3,17diona,

hubo un aumento significativo de la viabilidad a las 24 hrs (Fig.15)

A B B3 FSH + Androstenadiona (2.5 pM)
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p l_ Tratamiento rhF SH ng/ml

Figura 15: Estudio de la viabilidad celular de células de Sertoli en cultivo.

Células de Sertoli extraidas de ratas de 17 dias se cultivaron en medio DMEN-F12 y se
midio la viabilidad celular por ensayos con azul de Tripan. A) Las células de Sertoli
extraidas mantienen su viabilidad bajo las condiciones establecidas, B) Células tratadas
por 24 horas con concentraciones crecientes de FSH y dos diferentes concentraciones de
2-4 Androstenadiona presentan un aumento significativo de la viabilidad celular. Cada
barra es el promedio +E.S. n=3; (p<0,001)
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V.1.2.b. Evaluar cambios en la proliferacion de células de Sertoli en cultivo bajo

estimulacion con hormona FSH.

La informacion obtenida utilizando marcadores ofrece un valioso poder para entender una
funcién basica de las células en cultivo (la proliferacion) y cdmo esta funcién podria ser
optimizada o modulada por una sefial externa (Hyrien, Chen et al. 2010).

Para evaluar la proliferacion celular se midi6 la intensidad media de fluorescencia en
células incubadas con CFSE, con o sin tratamiento con 5 ng/ml de FSH. La intensidad de
fluorescencia media (el area bajo la curva) se obtuvo por citometria de flujo. Los resultados
mostraron que el curso temporal de pérdida de fluorescencia es similar entre el control y las
células tratadas con FSH, salvo a las 12 hrs de incubacion en que, en las células con FSH se

observo un nimero significativamente mayor con respecto al control (Fig. 16).
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Figura 16: Evaluacion de la proliferacion de células de Sertoli bajo estimulacion con
hormona FSH.

Células de Sertoli se cultivaron en medio DMEM-F12 sin suero y medio suplementado con
FSH 10 ng/ml, se estudid el curso de su proliferacién de 0 a 120 horas de cultivo por
incorporacion con CFSE, midiendo la intensidad de fluorescencia por citdmetria de flujo.
Plot de intensidad de fluorescencia de CFSE de control células en DMEM-F12 Vs células
tratadas con FSH, relativo al tiempo de cultivo. Cada punto corresponde al promedio * E.S.
(n=3). *(p<0,001)
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V.1.2.c Determinar si existen diferencias que indiquen cambios en la proliferacion, sobre
las fases del ciclo celular, por la adicion de hormonas y suplementos en células de Sertoli

en cultivo.

Ensayos in vivo han demostrado que la estimulacién por FSH controla (Orth, Higginbotham
et al. 1984) e incrementa la proliferacién de las células de Sertoli en ratas neonatales y
preplberes (Meachem, McLachlan et al. 1996). Por ello se quiso verificar si la adicion de
otros mediadores hormonales aparte de FSH, como testosterona, o insulina, al igual que
suplementos antioxidantes, como &cido L-ascorbico, en las concentraciones antes descritas
en materiales y metodos; podrian inducir un incremento en la proliferacion, midiendo los

cambios a nivel del ciclo celular

Se realizéd un andlisis del ciclo celular por citometria de flujo, de células de Sertoli
cultivadas durante 96 horas tratadas con combinaciones de hormonas y/o suplementos. La
distribucion de las células en varias fases de sus ciclos celulares fue calculada midiendo el
contenido del DNA marcado con IP. Para el analisis, se calculo el porcentaje de células en
las respectivas fases del ciclo celular en cada uno de los tratamientos, respecto del control
en medio basal; y se cuantificaron las diferencias encontradas, expresandolas en porcentaje.
Los resultados mostraron (Fig.17) una disminucién en las fases GO/G1 y de forma
significativa en la fase S y aumentos significativos en la fase G2/M que se ven mayormente
potenciado con la combinacion de FSH - Testosterona y suplementos, lo que indica
claramente que mientras con medio DMEM-F12 las células cesan su proliferacion a las 96
horas, la adicion de hormonas y suplementos indicados, permiten que las células continten

proliferando en cultivo.
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Figura 17: Evaluacion de la adicion de hormonas y suplementos sobre el ciclo celular.

Células de Sertoli se cultivaron por 96 horas bajo diferentes adiciones de hormonas y
suplementos al medio DMEM-F12 y marcando con (IP), se realizd un analisis de
fraccionamiento del ciclo celular por citdmetria de flujo, se pueden observar, disminucion en
las fases (GO/G1) y (S) y aumentos significativos en la fase G2/M que se ven mayormente
potenciado con la combinacion de FSH - testosterona y suplementos. Ciclo celular de células
en DMEM-F12 tomadas como control, se observa a nivel (0) del eje de las X. Cada barra
corresponde al promedio +- E.S, (n=3), * p< 0,05; *** p< 0,001.

Reuniendo estos datos, nuestro resultados demuestran que células de Sertoli de ratas de 17
dias cultivadas bajo las condiciones establecidas, retoman el ciclo celular in vitro y

proliferan, y ademas esta proliferacion es potenciada por FSH y testosterona.

57




V.2.1. DETERMINAR SI LA EXPRESION Y LOCALIZACION DE PROTEINAS
DE ADHESION CELULAR CAMBIA FRENTE A TRATAMIENTOS CON
BISFENOL A, FSH 'Y TESTOSTERONA IN VITRO.

V.2.1a Determinar si BPA altera al expresion y localizacion de proteinas de adhesion
celular formadoras de BHT, in vitro

Para empezar a disefiar nuestros experimentos al ser probadas concentraciones de BPA 50 -
100 uM (Li, Mruk et al. 2009), este compuesto indujo la muerte de las células en cultivo,
por tal motivo fue necesario realizar una curva dosis-respuesta. Es asi como los celulas de
Sertoli se cultivaron por 5 dias (tiempo requerido para visualizar una confluencia
significativa) en medio DMEM-F12 y al sexto dia se adiciono al medio concentraciones
variables de BPA entre 0,1 a 10 uM, evaluando los cambios que produjeron en los niveles
proteicos de la proteina adaptadora ZO-1, como control del vehiculo del BPA, las células se

trataron con etanol diluido en PBS al mismo volumen del BPA.

Los resultados mostraron que las células de Sertoli presentaron una disminucion
significativa de los niveles proteicos de ZO-1 a dosis bajas de BPA (0,5 -1 uM) vy a las
dosis mas alta empleada (10 uM), pero a dosis medias de BPA 5 uM, se observo aumento
de niveles de proteina, cercanos al vehiculo que no ocasionaron una pérdida total de la

adhesion celular (Fig. 18).

Estos resultados permiten proponer que en celulas de Sertoli de ratas de 17 dias, cultivadas
bajo condiciones establecidas, la adicion de BPA al medio de cultivo altera los niveles de

proteinas ZO-1.
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Figura 18: Bisfenol A altera los niveles proteicos de ZO-1 de células de Sertoli en
cultivo.

Células de Sertoli, se trataron durante 24 horas a distintas concentraciones de BPA
utilizando como control células en DMEM-F12 y como control-vehiculo la adicion de
etanol 70%, A) Western Blot, B) Desintometria compara niveles proteicos de ZO-1 de

de BPA. Cada barra corresponde al promedio +- E.S (n=3), * p< 0,05

células de Sertoli tratadas con vehiculo frente a las tratadas con concentraciones crecientes

A partir de estos resultados se eligio, la concentracion de 5 UM de BPA, para tratar a las
células de Sertoli en cultivo y posteriormente evaluar el efecto de este xenoestrogeno, sobre
los niveles proteicos de Claudina-11, ZO-1 (TJ) y E-Cadherina (AJ), proteinas constitutivas
de la BHT por Western Blot.

Los resultados mostraron que BPA produjo una disminucion significativa en los niveles
proteicos de Claudina-11 y un aumento significativo en los niveles de Cadherina-E. Sin
embargo, no se observaron cambios estadisticamente significativos en los niveles de ZO-1
(Fig. 19) Estos resultados sugieren que in vitro, BPA podria inducir perdida de las uniones

estrechas al decrecer la expresion de Claudina-11.

59



A 24HORAS
C.SERTOLI BPAS5puM

c Cadnerina-E
225 KDa ! - Z0-1 .o -
e | é 0.4
b % 4
20KkDa |- CLAU-11 B .
: C. Sertoll o e smM
120 kDa %" lcApHE
D Claudina-11
e e _
43 KDa ACTINA

Niveles relativos de Protina

C. Sertall .5

+BPASmM

Figura 19: Bisphenol A (BPA) altera la expresion de uniones celulares formadoras de
BHT, in Vitro.

A) Niveles proteicos de proteinas de adhesion de células de Sertoli in vitro son afectadas por
(BPA) 5 pM. B) desintometria para ZO-1. C) desintometria para Cadherina-E. D)
desintometria de Claudina-11, utilizando p-Actina como control de carga. Control son células
sin tratamiento. Cada barra corresponde al promedio +- E.S (n=3), * p< 0,05; ** p< 0,001.

En resumen, estos resultados muestran un cambio en los niveles de las proteinas de

adhesion estudiadas en células de Sertoli.

V.2.3.b. Determinar si hormonas FSH y/o testosterona median cambios en expresion

de uniones celulares de células de Sertoli, in vitro.

Las Células de Sertoli es la Unica célula del testiculo que posee receptores tanto para FSH
como para androgenos, por ello in vitro deberian responder a estas hormonas y podrian
modular sus adhesiones celulares tal como sucede in vivo. Para esto, las células de Sertoli
en cultivo se incubaron con FSH a 10 ng/ml y testosterona a 3 UM, las dosis de estas

hormonas empleadas se aproximan a sus concentraciones basales en la rata.
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Los resultados mostraron que en células de 1 dia de cultivo, luego de 24 hrs de tratamiento
los niveles de ZO-1 principal proteina adaptadora de TJ y AJ aumentaron en relacion a las
células no tratadas (Fig.20)

24 HORAS

CONTROL FSH TEST

225kDa I l - |zo-1

Figura 20: Hormonas FSH y/o testosterona median cambios en la expresion de ZO-1
en células de Sertoli, in vitro

Células de Sertoli de ratas se cultivaron bajo las condiciones establecidas por 24 horas. Se
trataron durante 24 horas con FSH (10ng/ml) y testosterona (3 uM), como control se
usaron celulas sin tratamiento, y se observo cambios en los niveles de la proteina ZO-1. Se
observa que hay incrementos importantes de la proteina frente a los tratamientos.

Observando que las células de Sertoli en nuestro cultivo responden tanto a BPA como a
hormonas. Para validar estos resultados observados, se sometieron las células de Sertoli
extraidas y cultivadas por 5 dias, a similares tratamiento 6sea exposicion con 5 UM de BPA
por 24 horas y con combinacién de FSH 10 ng/ml + testosterona 3 M, para comparar los
cambios producidos a nivel de la inmunoreaccion y localizacion de las proteinas de
adhesion de uniones estrechas, estudiadas en nuestro modelo. Por inmunofluorescencia
indirecta con microscopia confocal se adquirieron imagenes, como control se utilizo células

tratadas con etanol diluido en PBS en el mismo volumen del compuesto BPA (vehiculo).

Asi se pudo realizar ensayos utilizando anticuerpos con FITC para nuestras TJ estudiadas.
Z0O-1 y Claudina-11 y marcando los nucleos celulares con IP como se describio en
secciones anteriores. Los resultados demuestran que tratamientos con BPA a
concentraciones de 5 UM provocan disminucion de la localizacion de esta proteina a nivel
de membrana. Mientras que tratamientos con combinacion FSH + testosterona provocan
incrementos en la expresion de estas proteinas y de su localizacion a nivel de membrana
(Fig. 21-22).
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Figura 21: Tratamientos con BPA y hormonas modulan la expresion y localizacién de
Z0-1 en células de Sertoli en cultivo.

Células de Sertoli tratadas con 5 uM de BPA y combinacion de hormonas FSH 10 ng/ml y
testosterona 3 uM, (A) Control negativo sin anticuerpo D) corresponde a ZO-1 con FITC en
células sin tratamientos D) expresion de ZO-1 con FITC de células tratadas con BPA (J)
expresion de ZO-1 con FITC de células tratadas con combinacion de FSH — testosterona,
micrografias (B-E-H-K) tincion nuclear con IP, micrografias (C-F-1-L) imagen en Merge.
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Figura 22: Tratamientos con BPA y hormonas modulan la expresion y localizacion de
Claudina-11 en células de Sertoli en cultivo.

Células de Sertoli tratadas con 5 uM de BPA y combinacion de hormonas FSH 10 ng/ml y
testosterona 3 uM, (A) Control negativo D) corresponde a Claudina-11 con FITC en células
sin tratamientos D) expresion de Claudina-11 con FITC de células tratadas con BPA (J)
expresion de Claudina-11 con FITC de células tratadas con combinacion de FSH,
testosterona, (B-E-H-K) tincion nuclear con IP, micrografias (C-F-1-L) imagen en Merge.
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V.1.4 EVALUAR LA EXPRESION Y LOCALIZACION DE ADAM 10 Y ADAM 17
EN CELULAS DE SERTOLI IN VITRO.

Se han estado llevando a cabo investigaciones sobre un grupo especifico de proteinas, las
metaloproteasas de la familia ADAMs y su papel fisiolégico en los fendbmenos de
reproduccion, aunque es muy poco lo que se conoce sobre sus funcién a nivel testicular,
salvo que intervienen en la apoptosis de células germinales (Lizama, Rojas-Benitez et al.
2010; Lizama, Rojas-Benitez et al. 2011). Trabajos anteriores han demostrado que dos
metaloproteasas de esta familia, ADAM10 y ADAML17, median la apoptosis de células
germinales inducida por xenoestrogenos (datos no publicados).

Dados estos antecedentes se determiné estudiar la expresion y localizacion de ADAM10 y
17 en células de Sertoli en cultivo, y evaluar si estas metaloproteasas son moduladas por

tratamientos con activadores de proteinas kinasas, hormonas y xenoestrogenos.

V.1.4.a. Determinar si ADAM10 Y ADAM 17 se expresan en células de Sertoli in vitro

y si esta expresion cambia por tratamientos con PMA y Bisfenol A.

Células de Sertoli extraidas segun nuestro protocolo se cultivaron por 5 dias en medio
DMEM-F12, y se determino primero la expresion de ADAM17 y ADAMI10, por

inmunoreaccién observada con microscopia confocal.

Los resultados demostraron que las células de Sertoli expresan ADAM10 y que la proteina
se localiza en el citoplasma, alrededor de toda la célula (Fig. 23 D, F), mientras que hay
existe una difusa expresion de ADAM17 del mismo modo a nivel del citoplasma de células
de Sertoli en cultivo (Fig. 23 G, I).
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Figura 23: Deteccion de ADAM10y ADAML17 en células de Sertoli en cultivo.

ADAM17

Inmunofluorescencia por microscopia confocal para células de Sertoli, se observa A)
Control negativo, D) expresion de ADAM10, G) expresion de ADAM 17. Micrografias
(B-E-H) tincién nuclear con IP, micrografias (C-F-I) imagen en Merge.

No se ha demostrado si metaloproteasas de la familia ADAMSs, son directamente reguladas
por proteinas kinasas, pero reportes previos han sugerido que, la activacion de la proteina
kinasa C (PKC) podria causar alteraciones en la localizacion subcelular de las proteinas de
la familia ADAMSs (Sundberg 2004). Y del mismo modo se desconoce si xenoestrogenos
tengan efectos sobre la expresidn de estas proteinas.

Por ello ademas de la expresién de ADAM10 en células de Sertoli en cultivo, se estudio el
efecto de forbol-metil-acetato (PMA), compuesto analogo a diacilglicerol que se ha
demostrado en tratamientos a periodos cortos, induce la activacion de PKC en cultivos

primarios (Reneau, Reyland et al. 2009).
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Se trataron a las células de Sertoli cultivadas por 4 dias, con PMA (200 ng/ml) por 2y 4
horas y se midieron los niveles proteicos y la expresion de la proteina por inmunoreaccion
observada con microscopia confocal. Para estudiar el efecto de los xenoestrogenos sobre la
expresion de ADAMI10 se trataron células de Sertoli con BPA 5 uM por 24 horas y se
evalud por inmunomarcacion utilizando microscopia confocal

Los resultados demostraron que hay un aumento significativo de los niveles proteicos de
ADAM10 en tratamientos con PMA a las 4 horas (Fig.24 B), este resultado se revalida por
la Inmunomarcacion que presentan las células en cultivo tratadas con PMA durante el
mismo intervalo (Fig.24 F - H) frente a células sin tratamiento.

También pudimos observar por inmunomarcacion que la expresion de ADAM10 se ve

aumentada por tratamientos con BPA 5 uM (Fig.24 1-K)
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Figura 24: Expresion, localizacion y cambios mediados por PMA, de la proteina
ADAM 10 en cultivos de células de Sertoli

A-B) Muestra Western Blot y desintometria de niveles proteicos de ADAM-10 en cultivos
de células de Sertoli en ausencia y presencia de PMA 200 ng/ml por 2 — 4 horas. Cada barra
corresponde al promedio +- E.S (n=3); C-D-E) Muestra inmunofluorescencia por
microscopia confocal, revela localizacion de proteina en citoplasma de las células de Sertoli
y aumento de ADAM-10, frente a tratamientos con PMA 200 ng/m y BFA 5 uM
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V.1.5. DETERMINAR SI LA EXPRESION Y LOCALIZACION DE ADAMI10
CAMBIA FRENTE A TRATAMIENTOS CON FSH Y TESTOSTERONA.

Teniendo como antecedente, que ADAM10 se estd expresando en células de Sertoli in
Vitro, y que puede estar modulado por activadores de PKC, se decidi6 evaluar si la
localizacion celular de esta metaloproteasa puede ser modulada también por tratamientos
con hormonas. Para ello, células de Sertoli de ratas prepuberes, extraidas y cultivas por 4
dias, se trataron por 24 y 48 horas, con FSH 10 ng/ml, con testosterona 3 UM y por
combinacion de FSH 10 ng/ml + testosterona 3 UM, en distintos pocillos, para comparar los
cambios producidos a nivel de la inmunoreaccion y localizacién de ADAM10, evaluandolo

por western blot y microscopia confocal,

Los resultados mostraron que en células de Sertoli in vitro los niveles proteicos de
ADAM10 se ven aumentados frente a tratamientos principalmente con testosterona (Fig. 25
A-B), asi como su inmunoreaccion y localizacion subcelular (Fig. 25 1-K). Se observa
ademas que en celulas tratadas con Testosterona, esta hormona estd induciendo que
ADAM10 se transloque a regiones de membrana, como indica (fig.25 K). Pudiendo sugerir

que la regulacion de esta proteina es por via endocrina.

Todos estos resultados demuestran que existe expresion de ADAM 10 en células de Sertoli
in Vitro, y que su expresion y localizacién subcelular cambia frente a tratamientos con

hormonas FSH, Testosterona y toxicos como Bisfenol A.
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Figura 25: Expresion de ADAMI10 en células de Sertoli in vitro, es regulada
principalmente por testosterona.

A-B) Muestra Western Blot y desintometria de niveles proteicos de ADAM-10 en cultivos
de células de Sertoli frente a tratamientos con hormonas FSH y testosterona por 24-48 hrs;
F-H, 1-K) Muestra inmunofluorescencia por microscopia confocal, revela cambio en la
localizacion de ADAML10 frente a FSH y testosterona por 24 hrs, control C-E) células de
Sertoli sin tratamientos, los nucleos se tifieron con IP.
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VI. DISCUSION

En el presente trabajo nosotros demostramos que aislando selectivamente células de Sertoli
de otros tipos celulares en testiculo, sin la complicacion introducida por una variedad de
multiples factores y complejas interacciones celulares como sucede con estudios in vivo,
desciframos que es posible que, células de Sertoli in vitro proliferen y formen adhesiones
celulares iguales a las presentadas in vivo, y bajo este sistema determinamos efectos tanto
de toxicos ambientales como de factores hormonales paracrinos, que alteraron la
funcionalidad de la célula de Sertoli, en lo que respecta a su proliferacién y a la expresién
de proteinas formadoras de la barrera hematotesticular y ADAM10.

Para ello se implemento un protocolo de aislacion y cultivo de células de Sertoli de ratas de
17 dias de edad (prepuberes) eligiéndose esta edad de ratas porque presentan células de
Sertoli aun en etapa de diferenciacion sin. Y ademas porque a esta edad aun no inicia la
primera ola de espermatogénesis (Russell 1977), lo que aseguraria un menor nimero de
células germinales, facilitando la aislacion de células de Sertoli en cultivos (Russell and
Steinberger 1989).

Ademas el microambiente en cultivo esta disefiado para no incrementar la viabilidad de
posibles células germinales que aun sigan adheridas a las células de Sertoli, junto con ello,
se postula que para la mayoria de ensayos se empiecen a los tres dias de cultivo, tiempo
suficiente para que células de Sertoli se adhieran a la placa, cosa que no hacen las células

germinales.

Células de Sertoli in Vitro asumen un fenotipo determinado, con caracteristicas de células
epiteliales en cultivos en monocapa (Kodani 1966). Su morfologia esta descrita desde
estudios pioneros in vitro (Vilar, Steinberger et al. 1966), la cual no es comparable con la
morfologia de otras células testiculares y es facilmente distinguible de las células
germinales en cualquier de sus estadios (Anway, Folmer et al. 2003). En comparacién, por
ejemplo, con las células de Leydig que poseen nicleos ovoides y redondos, con un margen

liso nuclear y numerosas gotas lipidicas, o con células peritubulares mioides, con
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abundantes filamentos citoplasmaticos con un nucleo central alargado. Se observo que las
celulas de Sertoli extraidas presentaron caracteristicas morfologicas tipicas, destacAndose la

presencia de una gota lipidica, lo que permite una facil identificacion.

Se evalud la presencia de marcadores celulares positivos como la proteina de citoesqueleto
vimentina, ya que es conocido que células de Sertoli pero no células germinales expresan
esta proteina de filamentos intermedios, convirtiéndola en un excelente marcador para
identificar y evaluar la pureza de células de Sertoli en cultivo (Yang and Han 2010).

De igual forma se empleo como marcadores de pureza en nuestro cultivo la presencia de
Clusterin, una apo-proteina, producida por células de Sertoli de rata in vivo, y es exclusiva
de este grupo celular (Clark and Griswold 1997; Davidson, Bell et al. 2007). FAS-L
proteina propia de células de Sertoli en el tdabulo seminifero y FAS proteina receptora de
FASL, exclusiva de células germinales (Xu, Li et al. 1999) que fue utilizada como control
negativo.

Asi, se logro cuantificar el porcentaje de pureza de nuestra técnica de cultivo, que es sobre
el 95% con estos datos pudimos confirmar que nuestro cultivo primario, presenta una

insignificante contaminacion con otros grupos celulares del testiculo.

Proliferacion de células de Sertoli in vitro:

La célula de Sertoli es considerada una célula diferenciada (Chaudhary, Sadler-Riggleman
et al. 2005) y quiescente (Sharpe, McKinnell et al. 2003), que expresa genes que estan
involucrados en la regulacion de su ciclo celular (Ahmed, Barten-van Rijbroek et al. 2009).
Esta diferenciacion ocurre al entrar la rata a la pubertad y finaliza hacia los 18 dias de edad
e involucra la perdida de la actividad proliferativa, que va ligada a la formacién de uniones
estrechas (TJ) entre células de Sertoli y a la formaciéon de la BHT. Es por ello que es
importante estudiar la proliferacion y la diferenciacion de las células in Vitro al exponer un

modelo de cultivo.

Investigaciones pioneras en cultivos de células de Sertoli ilustraron la ausencia de

proliferacién después de la pubertad in vivo e in vitro. (Steinberger and Steinberger 1971),
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otros estudios también establecieron que células de Sertoli de rata solo proliferan hasta los
15 dias después del nacimiento, y otros estudios con el empleo de marcadores de
proliferacién como KI67 confirmaron lo expuesto por Steinberger, encontrando ausencia de
proliferacién (Orth, Higginbotham et al. 1984). Todos estas investigaciones y sus ensayos
son concluyentes en determinar que no esta descrita la proliferacion de células de Sertoli en
mamiferos adultos. Otros estudios han comprobado que existe una limitada franja de
tiempo para la actividad mitética de FSH en celulas de Sertoli, indicando que las células de
Sertoli maduras requieren factores adicionales como testosterona para regular su
proliferacion. (Orth, Higginbotham et al. 1984) acelerando la maduracion de las células de
Sertoli.(Sharpe, McKinnell et al. 2003). Curiosamente resultados con la linea celular TM4;
derivadas de células de Sertoli muestran de forma contraria un significativo estimulo a
hormona foliculo estimulante FSH y no a LH a concentraciones optimas de 0.5 ng/ml
(Mather 1980), induciendo proliferacion celular.

Es asi como se emplearon tratamientos con (FSH), ya que se conoce que la tasa de
proliferacion de las células de Sertoli en fase de diferenciacién in vivo, es influenciada por
(FSH) siendo ademas su principal mitdogeno (Means, Dedman et al. 1980; Buzzard,
Farnworth et al. 2003), al igual que se conoce que el crecimiento de linea celular TM4

estimulada por varias hormonas en especial FSH (Mather 1980).

Pero nuestros resultados mostraron que bajo las condiciones de cultivo establecidas, las
células de Sertoli aisladas de ratas de 17 dias proliferan, reingresando al ciclo celular. Para
demostrarlo se realizaron dos tipos de ensayos de proliferacion in vitro, la cuantificacion de
la perdida de fluorescencia del (CFSE) por cada célula en division y el estudio del ciclo
celular, ambos ensayos resultaron satisfactorios en demostrar proliferacion de las células in
vitro siendo el reingreso al ciclo celular prolongado por tratamientos con FSH y
Testosterona. Mientras que se postula, que esta proliferacion se detiene al establecer las
células en cultivo, uniones TJ y AJ, entre células adyacentes (confluencia), junto con el

establecimiento de propiedades de barrera y polaridad celular in vitro.
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Expresion y co-localizacion de proteinas de adhesion celular en células de Sertoli en
cultivo

Se conoce que la principal funcion de las células de Sertoli es crear un ambiente apropiado
para el desarrollo de células germinales, y su maduracion, a través de la formacion de un
intimo contacto entre las células de Sertoli adyacentes, las que originan la barrera
hematotesticular.

Para estudiar proteinas de adhesién de BHT in vitro, primero fue necesario, observar su
expresion en tejido testicular in vivo. Eligiéndose como principales representantes del
sistema de adhesion de la BHT, la expresion de ZO-1, Claudina-1 1 y Cadherina-E.

Los resultados mostraron especificamente que la intensidad de fluorescencia observada
para Claudina-11 es més difusa, porque in vivo a los 17 dias las células de Sertoli de rata,
aun estan en proceso de diferenciacion. La expresion y localizacion de ZO-1 y Cadherina-
E, fue segun lo esperado in Vivo, esto es, en los sitios de contacto de células de Sertoli

adyacentes alrededor de la lamina basal.

Luego se prosiguié a realizarse la misma deteccion de las proteinas de adhesion celular,
estudiadas, pero en nuestro sistema in vitro.

Claudina-11 es una proteina especifica de la formacion de TJ, y su presencia en células de
Sertoli adyacentes en nuestro cultivo, es esencial para la formacion de BHT in vitro. Esto es
complementado con la expresion de ZO-1; Cadherina E y Conexina Cx-43, los resultados
mostraron que las células de Sertoli en cultivo desarrollan la misma maquinaria proteica

para constituir adhesiones propias de la BHT.

Aunque se determino la co-localizacion de la proteina AJ Cadherina-E frente a las proteinas
TJ Claudina-11 y ZO-1 en los mismos sitios de contacto célula — célula, esta es una
metodologia muy subjetiva, por eso se decidié cuantificar la co-localizacién de las
proteinas de uniones delgadas y de uniones adherentes estudiadas, en nuestro cultivo de
células de Sertoli, empledndose un analisis de las imagenes adquiridas por microscopia

confocal en dos canales duales, haciendo uso de los indices de Manders.
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Los coeficientes de Pearson, empleados en otros estudios de co-localizacién, no usan un
umbral global de intensidad (Pearson 2007), y otorga interpretaciones de la co-localizacion
muy ambiguas. Estos otorgan valores de co-localizacién de 1 o -1, siendo ese valor
negativo muy dificil de cuantificar ademéas de poco exacto para medir colocalizacion en

estructuras biolégicas mas complejas, como las membranas celulares.

Los coeficientes de Manders proveen una informacion relevante y cuantitativa sobre la
relacion posicional entre objetos bioldgicos y una clara representacién de un completo
solapamiento entre dos estructuras biolégicas (Manders 1993). Tomando esas referencias y
nuevas metodologias empleadas en el Laboratorio SCIAN (Scientific Imagen Andlisis, de
la Universidad de Chile), se realizo un analisis de procesamiento de imagenes en dos
canales duales. Para definir la ubicacion y medir la real co-localizacion de las proteinas

constitutivas de la BHT estudiadas con anterioridad.

La interpretacion de los coeficientes de Manders en nuestras células de cultivo es simple,
entre 88 y 75% de Claudina 11 y ZO-1 respectivamente co-localiza en el mismo
compartimiento o espacio celular que Cadherina E, mientras que solo un 30% a 35% de

Cadherina-E termina co-localizando con las TJ, Claudina-11 y ZO-1 respectivamente.

También se demuestra que estas moléculas co-localizan en mayor cantidad en planos
basales que en planos apicales, de igual forma como se desarrollan las adhesiones celulares
en la BHT in vivo. Se espera a futuro analizar las mismas caracteristicas en condiciones de
confluencia y en unidades bicamerales para medir propiedades de la barrera

hematotesticular y su funcionalidad.

Las adhesiones celulares en cultivos de células de Sertoli, son moduladas por FSH —
testosterona y Bisfenol A.

La funcionalidad de las conexiones de la BHT en testiculo de mamiferos, tienen pardmetros
bien definidos que se alteran por varios estimulos, uno de ellos son los xenoestrogenos

ambientales que provocan perdida de su funcion.
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Se ha mostrado en nuestro laboratorio que ratas adultas tratadas con bisfenol A, presentan
apoptosis de células germinales (dato no publicado). Ademas se ha sugerido también que
bisfenol A, causa disminucion en la produccion de testosterona por las células de Leydig
(Nakamura, Yanagiba et al. 2010) al igual que ruptura de la barrera hematotesticular de
ratas de 20 dias de edad. (Li, Mruk et al. 2009). Es asi como primera aproximacion, se
utilizé tratamientos con bisphenol A (BPA), para determinar podria alterar los niveles de
proteinas formadoras de la BHT estudias en nuestro modelo. Y se observo que los niveles
proteicos de ZO-1, que es una de las principales proteinas de andamiaje de las uniones en la
BHT disminuyen significativamente con dosis variables de BPA, es muy interesante notar
que, a concentraciones de 5 uM, hay un aumento de los niveles proteicos de ZO-1 respecto
a los otros tratamientos pero no del control, aunque no fueron corroborados con un ensayo
de inmunoreaccion que demuestra muy poca expresion de proteina, lo cual nos podria hacer
suponer que a esa especifica concentracion podrian aumentar la expresion de la proteina,

pero no asi su localizacion subcelular.

De un mismo modo, se puede precisar, que hay una disminucidn significativa de los niveles
proteicos de las TJ, representada en nuestro modelo por Claudina-11. Asi los resultados de
esta tesis indican que BPA estaria modulando negativamente la expresion de las proteinas
Claudina-11, ZO-1 y Cadherina-E; proteinas de adhesion formadoras de la BHT, en
cultivos primarios de células de Sertoli, aunque hacen falta mas investigaciones y ensayos

para determinar el o los mecanismos que estaria participando en este proceso.

La formacion y regulacion de uniones celulares entre las células de Sertoli para dar origen y
establecer los procesos dindmicos de la BHT, es mediada por los dos principales
reguladores endocrinos de la espermatogénesis: La hormona foliculo estimulante (FSH) y
la hormona testosterona. La FSH puede regular la formacion de especializaciones
ectoplasmicas y estimular la extension de uniones adherentes en células de Sertoli (Sluka,
O'Donnell et al. 2006). Modelos de hipofisectomia (Grover, Sairam et al. 2004) y modelos
knockout para el receptor de FSH, revelan defectos en la habilidad de la célula de Sertoli

para mantener a las células germinales, incrementando la apoptosis, y haciendo poco
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eficiente la espermatogenesis (Grover, Sairam et al. 2004). Por otro lado, es bien conocido
el papel de la testosterona en la formacién de la barrera hematotesticular, modulando las
adhesiones celulares desde la pubertad.

Recientes estudios han demostrado que la estimulacion por androgenos en especial
testosterona, es crucial para mantener la integridad de la BHT (Walker 2009), al igual que
se conoce que FSH juega un rol importante en la restructuracién de las uniones adherentes

entre células de Sertoli adyacente (Sluka, O'Donnell et al. 2006).

Estos antecedentes apoyarian la hipotesis de que proteinas de adhesién celular in vitro
pueden ser moduladas por FSH vy testosterona, lo cual fue confirmado en nuestros ensayos
donde, FSH y testosterona aumentan tanto la expresion como la localizacion a nivel de

membrana de, ZO-1 y Claudina-11 in vitro, proteinas formadoras de la BHT.

Expresion y modulacion de ADAMs 10y 17 en cultivos de células de Sertoli

ADAMI17 y ADAMIO0, son proteinas pertenecientes a la familia de las “A disintegrin
metalloproteassas”, que comparten cierta homologia estructural. Y las cuales aun no se han
comprobado pertenezcan a algun grupo celular especifico en el testiculo.

ADAML17 es una proteina transmenbrana que se entiende participa en el procesamiento del
factor de necrosis tumoral (TNF-a), este proceso es conocido como “shedding” e implica
la ruptura y liberacion de las membranas celulares de un ectodominio soluble llamado pro-
TNFoa, que posee una importante actividad fisioldgica, posiblemente regulando la dindmica
de proteinas de adhesion celular en la BHT, por ello es de importancia determinar su

expresion en las células de Sertoli in Vitro.

Al mismo tiempo se conoce que, ADAM10 tiene como sustratos a moléculas de adhesion
celular de tipo AJ (Maretzky, Reiss et al. 2005; Reiss, Maretzky et al. 2006) y que es
responsable de la restructuracion de las uniones célula - célula en otros epitelios, ademas de
regular la proliferacién, adhesion, migracion y metastasis en células cancerigenas, mediada

por la activacion de proteinas kinasas (Zachary, Kohutek et al. 2009 ). Se adiciona que,
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estudios en nuestro laboratorio han podido determinar que ambas proteinas participan
regulando los procesos de apoptosis fisiologica de células germinales y la inducida por

xenoestrogenos (dato no publicado).

Por ello fue de importancia investigar la presencia de estas dos proteinas, exclusivamente
en las células de Sertoli en cultivo, para dilucidar si se expresan 0 no en este especifico
grupo celular del testiculo, y los resultados mostraron que ADAM 10 se expresa de forma
importante en células de Sertoli, ademas que su expresién aumenta por tratamientos con
PMA, mientras que la expresion de ADAML17 es muy difusa y no presenta cambios frente a

la exposicion con activadores generales de PKC.

La transduccion de sefiales por la hormona FSH en células de Sertoli ha sido considerada
ser mediada principalmente a través de la activacion de AMPc como segundo mensajero,
que a su vez es dependiente de la via de proteinas Kinasas en especial PKA, algunos
estudios han demostrado que DAG y PKC también juegan un papel importante en la accion
de FSH .

Es también conocido que Xenoestrogenos producen citotoxicidad a las células de Sertoli
por estrés oxidativos (Yi Gong 2006) , donde influjos de Ca, activacion de AMPc y

proteinas Kinasas podrian estar mediando este proceso

Siendo estas vias comunes también en la modulacién de ADAM10, es de esperar que tanto
FSH y Xenoestrogenos como Bisfenol A, afecten de una u otra forma la expresion de esta
proteina en células de Sertoli in vitro, como lo pudimos observar en nuestro estudio.
Ademas se podria pensar que estos cambios mediados por FSH, Testosterona y Bisfenol A,
en la expresion y localizaciéon de ADAM10 podrian promover su actividad permitiéndole

acceder a sus sustratos, y cumplir con funciones especificas en las células de Sertoli.
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VII.CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran, que el modelo de cultivo de células de Sertoli establecido y
caracterizado en nuestro laboratorio, posee + 95% de pureza, y cuya viabilidad y
proliferacién aumenta al enriquecer los medios de cultivo con dosis cercanas a los niveles
basales, de hormonas foliculo estimulante y testosterona, demostrando que las células de
Sertoli en cultivo, bajo condiciones establecidas retoman su ciclo celular y proliferan in
vitro. Al mismo tiempo empleando nuevas metodologias para cuantificar la real co-
localizacion de estructuras bioldgicas, se determino que las célula de Sertoli en cultivo
expresan y localizan ZO-1, Claudina-11 y Cadherina-E proteinas formadoras de la barrera

hematotesticular, en las mismas zonas de contacto que células de Sertoli adyacentes in vivo.

Con el modelo de cultivo de células de Sertoli disefiado, se demostro que la expresion y
localizacion de proteinas de adhesion de la barrera hematotesticular aumentan por
tratamientos con FSH y testosterona, ademas de que xenoestrogenos como Bisfenol A,
tiene efectos negativos sobre ellas, pero son necesarias mayores evidencias experimentales
y funcionales para determinar qué mecanismos estan involucrados en la dinamica de las

proteinas de adhesion mediadas por estas factores.

Esta tesis también destaca, ya que muestran las primeras evidencias de la presencia de
metaloproteasas de la familia de las ADAMs, en ceélulas de Sertoli in vitro. Y que la
expresion y localizacion subcelular de estas moléculas es modulada por PMA, FSH,
testosterona y xenoestrogenos como bisfenol A; abriendo un nuevo campo para el estudio

de la célula de Sertoli y la funcion reproductiva.

En conjunto estos resultados permiten proponer que las hormonas FSH vy testosterona al
igual que toxicos ambientales como bisfenol A modulan de diferente forma la expresion de
proteinas formadoras de la BHT como también la expresion y localizacion de ADAM10 en

las células de Sertoli.
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VIII. FIGURAS COMPLEMENTARIAS Y LISTA DE ABREVIATURAS

ADAMs: A desintegrin and metalloproteases

AJ: Uniones adherentes

BHT: Barrera hematotesticular

BPA: Bisfenol A

BSA: Albumina de Suero bovino

CFSE: Carboxifluoresceina diacetato succinimidil ester

Clau-11: Claudina-11

Cx: Conexina

CEL.: Célula

DNA: Acido desoxirribonucleico
E.S.: Desviacion estandar

FITC: Fluoresceina isothiocianato
FSH: Hormona foliculo estimulante
GJ: Uniones de comunicacion
Hrs: horas

IFI: Inmunofluorescencia indirecta
IP: Yoduro de Propidio

LH: Hormona lutaeinizante

M1: Coeficiente Manders 1

M2: Coeficiente Manders 2



PMA:

PBS:

PKC:

R.O.I:

TGF:

TES:

TJ:

TNF:

Z0-1:

Forbol-metil-acetato

Tampon Fosfato salino

Proteina kinasa C

Regiones de interés

Factor de crecimiento transformante
Testosterona

Uniones estrechas

Factor de necrosis tumoral

Zona Ocludens-1
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Anexo 1:

Tratamientos Vs Tiempos

Fase (GO/G1)

Fase (S)

Fase (G2/M)

Diferencia %

Diferencia %

Diferencia %

T (0 Horas) 31,85 16,68 46,63

96 Horas

Control 66,2 21,14 7,53

TES + Suplementos 51,34 |-22,45 8,08 -61,78 16,04 |113,01
FSH + Androstenadiona |48,47 |-26,78 10,15 |-51,99 19,75 |162,28
FSH + TES 46,4 |-29,91 13,74 |-35,00 25,81 |[242,76
FSH + Androstenadiona +

Suplementos 52,31 |-20,98 14,99 |-29,09 19,27 |155,91
FSH + TES + Suplementos | 37,53 |-43,31 16,99 |-19,63 33,08 (339,31

Tabla S.No 3: Analisis de fraccionamiento de ciclo celular por citometria de flujo a las

96 horas de cultivo:

Células de Sertoli tratadas con combinaciones de hormonas y/o suplementos. La
distribucion de las células en varias fases del ciclo fueron calculadas midiendo el contenido
del DNA por marcacion con yoduro de propidio (IP) usando el programa FCS express flow

plus image version 4.0.
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Anexo 2:

Merge
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Figura S1: Marcadores de pureza de cultivo primario de células de Sertoli.

Clusterin Control

Células de Sertoli extraidas de ratas de 17 dias se cultivaron en medio DMEN-F12 por 4
dias y, se marcaron para los anticuerpos Clusterin — FasL — Fas, A) IFI control anticuerpo
secundario, D) IFI para Clusterin, G) IFI para FAS
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100+

w
i
O 804
©
©
© 604
@
o
n 404
:_; -o- Control DMEN-F12
8 20- - DMEN-F12 + FSH 10 ng/ml
X
°© C ) ) ) ) ) ) ) )

O O A ¥ AV L O N

N Vv ™ A S ,\’J, \/u

Tiempo (hrs)

Figura S2: Evaluacion de la proliferacion de células de Sertoli bajo estimulacion con
hormona FSH.

Plot de porcentaje de pérdida de intensidad de fluorescencia de CFSE, control células en
DMEN-F12 Vs células tratadas con FSH, relativo a tiempo de cultivo. Cada punto corresponde
al promedio £ E.S. (n=3).
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