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RESUMEN

En la espermatogénesis, tanto la migraciétn, como la
proliferacién y diferenciacién de las células germinales ocurren en el
tGbulo seminifero, en estrecho contacto con las células de Sertoli. Es
por ésto, que a las células de Sertoli, histéricamente se les ha asignado
el rol de proveer un entorno adecuado (microambiente) para la maduracién
de la célula germinal. Sin embargo, numerosas evidencias tanto in vive
como in vitro, sugieren que este rol no es exclusivo de las células de

Sertoli.

En esta tesis se propone ampliar el concepto de microambiente a
uno en que no s6lo participan las células de Sertoli, sino también las
otras células somiticas, tales como c€lulas peritubulares, células de
Leydig, fibroblastos; Jjunto a factores solubles sintetizados por estas

células y componentes de matriz extracelular.

Para 6sto, en esta tesis se desarrolld un sistema in vitro de
cultivos de largo término, en los cuales coexisten tanto los fenotipos
testiculares de la linea germinal como los somfticos. De esta forma se
establecen interacciones celulares, ya sea del tipo célula-célula o bien
interacciones mediadas por factores difusibles. En las condiciones de

cultivo utilizadas, las cé&lulas somiticas proliferan y se organizan
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formando estructuras nodulares caracteristicas. También producen factores
solubles, tales como protefna ligante de andrégenos (ABP) y testosterona;

y componentes de matriz extracelular, como coldgeno y proteoglicanos.

Los resultados obtenidos sefialan que en estos cultivos se
genera una organizacidn espacial (microambiente 7?), que permite la
adhesi6n de algunos progenitores de células germinales y su eventual

proliferacion.

Una de las caracteristicas del proceso espermatogénico es gue
s6lo se inicia durante la pubertad del animal, =in que ain esté&n claro
los mecanismos exactos que gatillan este proceso. Con el objeto de
analizar el posible rol que juega el microambiente en este proceso, que
ocurre durante la transicidén a la madurez sexual, utilizamos el sistema
de cultivo de largo término como modeloc que permitiera estudiar los

cambios en el microambiente asociados al desarrollo sexual del animal.

Los resultados encontrados, utilizando cultivos de largo
término de células provenientes de ratas en dos estados de desarrollo
sexual (ratas inmaduras: 18 dfas de edad, y ratas plberes: 40 dias de
edad), demuestran cambios importantes tanto en 1las caracteristicas
preoliferativas de las cé&lulas somiticas, en la sintesis de los factores
producidos por éstas (ABP y testosterona), como también en la sintesis
total de componentes de matriz extracelular y en los tipos sintetizados
en cada caso. De esta manera, se demuestra gque el microambiente

espermatogénico es un componente compleio y dindmico, que cambia en
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funcién del estado de maduracién sexual del animal. Estos resultados
sugieren que, uno de los eventos que gatilla el inicio de 1la
espermatogénesis, estd relacionado con la formacién o el establecimiento
de un microambiente apto para que la célula germinal inicie su etapa de
maduracién, o que la maduracién es funcién de la edad del animal y 1la

edad gatilla el desarrollo de un microambiente apto.




SUMMARY

In spermatogenesis, migration, proliferation and differentiation
of germinal cells in the seminiferous tubule occurs, in close contact
with Sertoli cells. It is assumed that Sertoli cells play a central role
providing an adequate microenvironment for the development of germinal
cells. However, both in vivo and in vitro evidences, suggest that this

role might not be exclusive of Sertoli cells.

In this work, we propose to extent the rather limited concept of
Sertoli's microenvironment, to one in which not only Sertoli cells
participate but also the other somatic cells (peritubular cells, Leydig
cells, fibroblasts), together with soluble factors and extracellular

matrix components synthetized by these cells.

To further investigate the above assumtion, we developed an in
vitro system to culture testicular cells under long term conditions. In
this system, where somatic and germinal phenotypes are present cellular
interactions (cell to cell and/or mediated by difusible factors) are
established. Under long-term culture conditions, somatic cells
proliferate and organize in nodule-~like structures. They also produce
soluble factors as androgen binding protein (ABP) and testosterone as

well as extracellular matrix components, like collagen and proteoglycans.
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The results obtained show that, the organization of somatic cells
in these cultures (microenviromment ?) seems to play an important role
in the attachment of germinal cell progenitors and probably in its

proliferation.

One of the features that characterize spermatogenesis is the fact
that begin only in the puberty. It is not known which mechanisms trigger
this process. As an experimental approach to study the possible role that
microenvironment plays in this process, we decided to analize whether
changes in microenvironment are related with sexual developmental stages.
The results from comparative studies performed in Ilong-term cultures
derived from immature (18 days) and pubertal (40 days) rats show
important changes in the proliferative rate of somatic cells, together
with variation in the synthesis of ABP, testosterone and extracellular
matrix components. These results are interpreted as the expression of a
spermatogenic microenvironment in the testis, which is a complex and
dynamic and changes according to the sexual developmental pattern of the
rat. We speculate that the onset of spermatogenesis depends and is
related to the establisment of a microenvironment for the development of

primitive germinal cells.
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INTRODUCCION

La espermatogénesis es un proceso que implica la divi=ién y
diferenciacién de una célula troncal monopotente a una cé&lula
especializada: el espermio. Este proceso tiene lugar en el tdbule
seminifero, donde una adecuada.organizacién celular permite que ocurran
las necesarias interacciones que regulan las etapas de proliferacién y
diferenciacién celular. La organizacion del tejido, Jjunto con permitir
el flujo o migracién celular de la célula troncal ({espermatogonia Ao),
también debe contribuir a la preservacién de la célula troncal, que es la
tinica especie de célula germinal permanente en el tejido, a diferencia de
su progenie que presenta expectativas de vida corta (Clermont and
Hermo, 1976). La célula troncal es relativameﬁte escasa y puede estar en

ciclo celular o en estado de reposo preliferativo (Go).

Al desarrollarse, en contacto con la membrana basal de las
células de Sertoli {Russell, 1977,a), las espermatogonias se mueven hacia
el lumen del tdabulo seminifero donde completan la meiosis vy
espermiogénesis, manteniendo atn una estrecha asociacién con las células

de Sertoli (Russell, 1977,b).

En el ttbulo seminifero, la espermatogénesis procede sometida a
mecanismos de control dque estdn presentes en la organizacidn

estructural del tubulo seminifero (microambiente ?). Este control se



ejerce mediante interacciones entre las células germinales y las células
de Sertoli, como también mediante la interaccién de estas Gltimas con
otras células somdticas (células peritubulares, células de lLeydig etc.).
La regulacién de la espermatogénesis por hormonas producidas localmente
o en otros tejidos seria por la accién de dichas hormonas sobre algunas
de las células somiticas, mas que debido a la acciédn directa sobre las

células germinales (Grootegoed et al, 1988).

- Microambiente celular.

En una gran variedad de tejidos se ha descrito la existencia de
un microambiente que juega un rol en la proliferacién y diferenciacion
celular (Potten et al, 1979). Este microambiente se define como 1la
resultante, en el tiempo y el espacio, de interacciones entre distintos
fenotipos celulares, con liberacién de factores de crecimiento ( y/o
diferenciacidn) y el establecimiento de una matriz extracelular (Dexter
et al, 1977). Las interacciones celulares que se establecen en este
microambiente, pueden ser del tipo célula-célula, mediadas por moléculas
solubles o producto de la interacci6n de las células con componentes de
matriz extracelular. Algunas moléculas de la matriz extracelular se
encuentran asociadas a la membrana celular y reconocen sitios especificos
de unidén en componentes de matriz depositada, actuando como receptores
de la informacién contenida en la matriz extracelular y relacionéndose a

través de ésta con otras células vecinas.



La regulacitn de la preoliferacidn y diferenciacién de la célula
troncal depende del microambiente celular, por tanto la participacién de
1z matriz extracelular en la conformacién de dicho microcambiente, supone
que su composicién no sea constante sino que varfe en respuesta a

diferentes condiciones fisioldgicas.

La matriz extracelular consiste en una densa tram? compuesta de
col&geno, fibronectina y proteoglicanos, no s6lo juega un rol de soporte,
delimitando los diferentes compartimentos tisulares, sino también como un
complejo dindmico de macromoléculas que media la adhesién celular y que
juega wn rol en la proliferacién y diferenciacién celular (Hay, 1981).
Una estructura especializada de la matriz extracelular la constituye la

memhbrana  basal, que e=td compuesta ademis de  proteoglicancs vy

fibronectina por laminina y colédgeno tipo IV.

Existen evidencias que indican que, en el sistema hematopoyético,
las células de estroma forman parte de un microambiente que tiene como
funciones alojar las células troncales, favorecer el trénsito de éstas
desde el reposo proliferativo (Go) a ciclo, y estimular el proceso de
diferenciacién (Wolf,1979). Estas funciones asignadas al microambiente
hematopoyético, pueden también ser aplicadas a otros sistemas donde

exista un recambio celular elevado, como es el caso del sistema germinal.

Diversas evidencias sugieren que en el epitelio espermatogénico
de testiculo de mamifero, las células somiticas - primariamente las

células de Sertoli- pueden proveer un microambiente para el desarrollo y



diferenciacién de las células espermatogénicas (Tung and Fritz, 1980;

Qonk et al, 1985; Sanborn et al, 1986).

Componentes de matriz extracelular tales comoc coldgeno, a&cido
hialurénico, proteoglicanos y glicoproteinas, son macromoléculas muy
abundantes en el testiculo y producidas principalmente por las células
de Sertoli y peritubulares (Skinner and Fritz, 1985a; Borland et al,
1986). Las cé&lulas intersticiales, tales como cé€lulas de Leydig y
fibroblastos, producen una membrana basal que se localiza alrededor de
estas células (Kuopio et al, 1989). Dentro del tibulo algunas moléculas
de matriz extracelular se organizan en una limina basal que separa las
células peritubulares de las células epiteliales adyacentes. Ademis de
esta estructura altamente organizada, las moléculas de matriz
extracelular formarfan parte también de un microambiente que promueve Yy
mantiene la diferenciacidén de las células germinales (Tung and Fritz,

1980; Oonk et al, 1985).

~ Interacciocnes celulares.

Tanto la proximidad espacial de los diferentes tipos celulares
presentes en el testiculo, como la particular arquitectura de este
tejido, y la localizacién del sitio de accibén de algunos de los productos
secretados por las células testiculares, sugieren fuertemente que la
regulacién de 1la funcién testicular es mediada por las interacciones
celulares que se establecen entre los diferentes fenotipos testiculares a

través de una regulacién de tipo paracrino.



Dentro de las interacciones en que participan las células
testiculares, es importante considerar aquellas que se establecen entre
los fenotipos testiculares y componentes de la matriz extracelular. Un
ejemplo de ésto, surge de la observacién de las caracteristicas
morfolégicas y funcionales (produccién de ABP y respuesta a la hormona
foliculo estimulante, FSH) de las células de Sertoli en cultivo. Estas
caracteristicas dependen de si las células se cultivan sobre plistico o
sobre una matriz extracelular aislada de un cocultivo de células de
Sertoli y peritubulares (Hadley et al,1985; Mather et al, 1984). Este
material constituye un buen sustrato para aumentar la sobrevida de las
células de Sertoli en cultivo primario y mantener la arquitectura normal
de éstas, de manera tal de favorecer la sobrevida de las células

germinales (Tung and Fritz, 1984; Sudrez-Quian et al, 1985).

Resulta diffcil realizar estudios de interacciones celulares in
vivo. En este sentido, el desarrollo de sistemas de cultives de
diferentes fenotipos testiculares in vitro, ha permitido evidenciar 1la
especificidad de las interacciones célula-célula gue se establecen entre
los distintos tipos celulares. El término interaccién célular la
utilizaremos no 86lo para aguellas interacciones que involucran el
contacto directo célula-célula, =ino también aquellas mediadas por
compuestos producidos por una célula y que ejercen su accién sobre otra,

ya sea localmente o a distancia.




- Interaccién entre células de Sertoli y células de Leydig.

Una de las interacciones mas estudiadas es la que se establece
entre las células de Sertoll y las células de Leydig. La influencia
reciproca entre ambos fenotipos celulares ha sido extensamente estudiada

utilizando cocultivos de ambos tipos celulares.

El cocultivo de ambas células produce un aumento de la respuesta
esteroidogénica de las células de Leydig al estfmulo de gonadotrofina
coridnica humana (hCG), c¢omo también un aumento en la secrecién de
activador de plasminbgeno por células de Sertolil (Reventos et al, 1989).
Las células de Sertoli poseen receptores para andrSgenos,loc gque hace
suponer que la testosterona participa en la regulacién de la
espermatogénesis wmediante su unién a este tipo de células, produciendo
entre otros efectos un aumento en la produccién de ABP (Sanborn et al,
1977). Las células de Sertoli producen, a su vez, factores del tipo LHRH
(factor de liberacién de hormona luteinizante), que regulan la funcién de
las cé&lulas de Leydig (Sharpe et al, 198l1; Sharpe et al, 1982),
aumentando la produccidn de testosterona (Janecki et al, 1985; Grotjan

and Heindel, 1982).

~ Interaccién entre cé&lulas de Sertoli y cé&lulas peritubulares.

Otro tipo de interaccién es aguella que se establece entre las
cé&lulas de Sertoli y las células peritubulares, las cuales se encuentran
adyacentes unas a otras en el ttbulo seminffero, separadas por una

membrana basal.



La interacci6n, cé&lula especifica (Mather and Phillips, 1984)
de las células de Sertoli con las células peritubulares, produce un
aumento en la produccién de ABP y transferrina por 1las cé&lulas de
Sertoli. Este efecto es mediado por un factor dependiente de andrégenos,
producido por las células peritubulares (Hutson and Stocco, 1981; Skinner
and Fritz, 1985b). Existe adem&s evidencia que las cé&lulas de Sertoli
producen factores que estimulan el crecimiento in vitro de 1las células

peritubulares (Mather, 1984).

-Interacciones entre células de lLeydig y células peritubulares.

La maduracién morfolégica de las células peritubulares dependen de
andr6genos, a través de mecanismos mediados por receptores lo que sugiere
gue las células peritubulares constituyen wuno de los blancos de accién
de los andrégenos producidos por las células de Leydig. Se ha descrito
que prostaglandinas, producidas también por las células de ILeydig,

ejercen también accién sobre las células peritubulares.

Estos dos tipos celulares ( células de Leydig y células
peritubulares) se encuentran muy cercanas en el testfculo. Incluso en
algunas especies se ha observado células muy similares a las células de
Leydig en 1la capa de células peritubulares. Esta estrecha asociacién

podria proveer una oportunidad de interaccién entre estas c&lulas, mas

allé de aguella mediada por la testosterona (Mather, 1984).



- Interaccién entre células de Sertoli y células germinales.

In vitro, se ha demostrado que las células espermatogénicas y
las cé&lulas de Sertoli Iinteraccionan en un proceso que es célula

especifico (Tres and Kierszembaum, 1983; D'Agostino et al, 1984).

Esta interaccidén produce un marcado aumento en la sintesis de
RNA y DNA en las células germinales (Rivarola et al, 1985), probablemente
mediado por el factor mitogénico producido por la célula de Sertoli (Feig
et al, 1980; Bellvé and Feig, 1984). También es posible observar este
fen6meno a través de la unidn de algunas de las proteinas producidas por
las células de Sertoli: transferrina y ABP (Wright et al, 1981), a
poblaciones enriquecidas de células germinales (Holmes et al, 1983;
Steinberger et al, 1984) o por el efecto de piruvato y lactato
(producidos por las células de Sertoli) sobre la sintesis de proteinas

tanto en espermatocitos como en espermitidas aislada (Jutte et al, 1983).

Las células germinales también ejercen un efecto sobre las
células de Sertoli, produciendo un aumento en la produccién de ABP. Esta
estimulacitn, sin embargo, esté restrigida a aquellas células germinales,
espermatocitos en paguitenos, que se wnen a la célula de Sertoli
(Galdieri et al, 1984). Esta interaccién y transferencia de productos,
entre las células de Sertoli y las células germinales puede constituir un
mecanismo de comunicacién y regulacién de la espermatogénesis por
hormonas que actlan sobre las células de Sertoli (Steinberger et al,

1984).



Con los datos obtenidos in vitro, ha sido posible evidenciar la
existencia de interacciones entre los diferentes fenotipos celulares
presentes en el testficulo. Esto se puede observar por el comportamiento
que exhiben los fenotipos celulares al ser cultivados en forma aislada,
cuando se cocultivan con otros fenotipos celulares o cuando se ponen en
contacto con factores producidos por éstos (Janeckl et al, 1985; Grotjan
and Heindel, 1982; Bergh, 1982). Esta interaccién parece ser fundamental
para la regulacién del funcionamiento de cada una de las células, debiera

incidir, finalmente, en el proceso de la espermatogénesis.

- Matriz extracelular.

Como se ha indicado, algunas células de estroma, como células
de Sertoli o células peritubulares, producen diversos componentes de
matriz extracelular. El1 patrotn de producccién y depbSsito de estos
componentes es diferente cuando los fenotipos que los producen son
cultivados en forma aislada o en forma conjunta. Aungue no ss conoce el
significado fisiol6gico de las interacciones que llevan a la formacidén y
mantenimiento de 1la matriz extracelular, los datos indican que existe
cooperatividad en el depSsito de la matriz (Skinner et al, 1985; Skinner

and Fritz, 1985a).

El rol exacto que cumple la matriz extracelular en el sistema
germinal no se conoce. En otros sistemas existen evidencias que,
componentes de matriz extracelular no s6lo participan como sostén sino
que modifican la adhesién, 1los patrones biosintéticos, la migracién y la

proliferaci6n celular (Yamada, 1983).



1a organizacién de macromoléculas tales como colégeno,
fibronectina, proteoglicanos, etc., en una matriz extracelular ,
debieran Jjugar un rol activo en el funcionamiento de las células de
estroma. As{, en presencia de una matriz extracelular se observa
claramente un aumento de la produccibén de ABP, una mayor respuesta a F3H,
una organizacién de las células de Sertoli en cultivo morfolSgicamente
muy similar a la estructura encontrada in vivo (Hadley et al, 1985;
Pelliniemi et al, 1985), las que favorecen la interaccifn, y por lo tanto
la sobrevida, de las células germinales. Ello no ocurre cuando las
células de Sertoli son cultivadas en ausencia de dicha matriz (Tung and

Fritz, 1984).

Por otro lado, no sélo es importante considerar los componentes
de matriz extracelular exportados por las células y gque se depositan
estructurando una matriz, sino también aquellos componentes que
permanecen asociados a la membrana celular. Estas Gltimas moléculas
pueden reconccer componentes especificos de la matriz extracelular
depositada, o bien pueden participar en el reconocimiento y adhesitn de

cé&lulas vecinas.

En una gran variedad de células, se ha reportadc la presencia
de proteoglicanos de condroitin sulfato (CS) y hepardn sulfato (HS)
asociados a la membrana celular. En algunas de ellas, principalmente en
células de tipo epitelial, el proteoglicano (PG) se presenta como un
hibrido y contiene tanto cadenas de heparén sulfato comoc de condroitin
sulfato. Las funciones de estos proteoglicanos asociados a la membrana

celular no se conocen con precisitn. Entre las funciones propuestas para
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estas macromoléculas, se cuenta la de promover la adhesién de las células
a la membrana basal mediante el reconocimiento de sitios especificos en
alguno de los componentes de matriz extracelular (David et al,1989). Esto
se demuestra por el hecho que, al hidrolizar enzimiticamente las cadenas
de heparédn sulfato del proteoglicano asociado a la membrana de células de
estroma de médula Osea, disminuye la capacidad adhesiva de los

leucocitos inmaduros a estas células (Del Rosso et al, 19B1).

Los mecanismos de regulacitn de la sintesis del proteoglicano
mixto asociado a la membrana celular ain no se conoce. Se ha propuesto,
sin embargo, que una forma de regulacién se asocie con variaciones en la
proporcién en gque se encuentran los dos tipos de cadenas de
glicosaminoglicanos (GAG), como respuesta a camblos de la célula
(Rapraeger, 1989). En la Tabla 1 se resumen &lgunas de las

caracteristicas moleculares de los proteoglicanos.

- Hipb6tesis.

In vivo, resulta evidente que todas las interacciones celulares
que ocurren en el testiculo, lo hacen simulté&neamente, lo que implica que
cada uno de los fenotipos estd, directa o indirectamente regulado por las
otras células del tejido. Por esta razdn, no s6lo las células de Sertoli,
que son los fenotipos que estdn en contacto directo con 1las células
germinales, y sus productos son las responsables de proveer un entorno
adecuado para la proliferacién y diferenciacién de la célula germinal,

sino que también deberfan participar las otras células somiticas, los
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TABLA 1. Estructura de glicosaminoglicanos.

Unidades de monosacdridos Sulfato por unidad Unido a

de disacéarido proteina

Acido hialurénico Ac. Glucordnico 0 -

N-acetil glucosamina
Condroitin sulfato Ac. glucorénico

N-acetil galactosamina 0,2 - 1,0 +
Dermatan sulfato Ac. glucordnico 1,0 - 2,0 +

o iodurénico

N-acetil galactosamina
Heparan sulfato Ac. glucordnico 0,2 - 3,0 +

o ac. idurdnico
N-acetil glucosamina
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productos secretadas por ellas y la matriz extracelular producida por
todos los fenotipos de estroma, conformando un  microambiente
espermatogénico. De lo anterior se desprende que, ademds de los estudios
que se realizan con fenotipos aislados, es importante utilizar un sistema
en el cual coexistan todos los fenotipos testiculares y por lo tanto se

permita que se establezcan las diferentes interacciones celulares.

Debido a 1la gran complejidad del sistema germinal, ha sido
dificil estudiar in vivo, tanto el significado de las Iinteracciones
celulares, como la produccién de distintos factores y la génesis y

organizacién de una matriz extracelular.

Por ello, en esta tesis se disefla un sistema de cultivo que
permita el establecimiento de interacciones celulares. En este sistema
deben coexistir todos los fenotipos celulares del testiculo, tanto
aquellos de estroma como de la linea germinal. Un sistema con estas
caracteristicas, denominado en esta tesis como cultivo de largo término,

no ha sido utilizado aim con esta finalidad.

En esta tesis se propone la existencia de un microambiente
con un reol en la proliferacidén y diferenciacién de la célula troncal
germinal conformado no s6lo por las células de Sertoli, sino que también
incluya los otros fenotipos somiticos, tales como células de Leydig,
células peritubulares, fibroblastos, macré6fagos; productos secretados
por estas células, como testosterona y ABP; y componentes de matriz
extracelular. Este microambiente no debe ser estdtico sino cambiar

durante el desarrollo.
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Ya que la espermatogénesis es un proceso gque s6lo se inicia en
la pubertad, parece interesante estudiar las caracteristicas de algunos
de los componentes del microambiente espermatogénico en animales en dos
etapas diferentes de su desarrollo sexual: 1) en animales inmaduros, en
los cuales atm no se inicia el proceso espermatogénico y 2Z) en animales
plberes, donde ya se ha iniciado la espermatogénesis. Para ésto se
utilizardn 1los cultivos de largo término, provenientes de ratas machos
inmaduras vy paberes, en los cuales se analizarén las caracteristicas de
las células somiticas, se determinard la sintesis de algunos de los
productos secretados por ellas (ABP y testosterona), como asimismo se
medird la sintesis y distribuci6n celular de componentes de matriz

(coldgenos y proteoglicanos) producidos por estas células.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Obtencién de células de testiculo.

En esta tesis se utilizan ratas Wistar inmaduras (18-29 dfas de

edad) y ratas plberes (40 a 45 dfas de edad).

Las ratas se sacrifican por decapitacién, se obtienen los
testiculos y luego de decapsularlos se someten a tratamientos enzimiticos

con el objeto de obtener las distintas poblaciones celulares:

a. Células de Sertoli.

Los testiculos decapsulados son tratados con una solucién de
colagenasa tipo I, Worthington (0,4 mg/ml de Medio 199;10 mg BSA) por 30
min a 33° C (Hutson and Stocco, 1981). Luego de la incubacién se separan
manualmente los tGbulos de las cé&lulas intersticiales. Los tabulos
aislados son tratados nuevamente con la solucién de colagenasa, liberando
las células peritubulares. Luego de lavarlos tres veces con Medio 199, se
disgregan mecanicamente pipeteando sucesivamente. Mediante este
tratamiento se obtiene una poblacién enriquecida en células de Sertoli.
De aquf en adelante, cuando se mencionen cultivos de células de Sertoli,

se referird a cultivos enriquecidos en este tipo celular.
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b. Células intersticiales.

Luego de incubar los testiculos con colagenasa tipo I
Worthington, en las condiciones indicadas en a), se separan manualmente
los tabulos de las células intersticiales, se concentran por
centrifugacién y luego se lavan tres veces con Medio 199. Esta suspensién
contiene células de Leydig, fibroblastos, macréfagos, como también

células peritubulares.

c. Células germinales.

Los testiculos obtenidos de ratas de 35 dfas son tratados con
una solucién de colagenasa tipo I, Worthington (0,4 mg/ ml de tampén
fosfato salino, PBS, pH 7,2) por 30 min a 33° C. Al término de 1la
incubacién, los tGbulos se separan manualmente, se lavan dos veces con
PBS y se disgregan mecanicamente. Se descartan los agregados celulares y
las células se concentran por centrifugacién (500 x g, 10min) luego de lo
cual se resuspenden en BSA al 0,5% en PBS y se colocan en una gradiente
discontinua de sercalbimina de bovino (BSA) entre 1-4% (Lam et al,1970).
Despues de &4 horas a 4° € se colectan las fracciones y aquellas
enriquecidas en espermatocitos paquitenos se |utilizan para los

experimentos de adhesiodn.
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d. Células testiculares totales.

La suspension de células de testiculo se obtiene incubando los
testlculos, previamente decapsulados, con una solucién de colagenasa tipo
I Worthington (0,4 mg/ml de Medio 199;10 mg BSA) durante 45 minutos a
33°C. Los agregados celulares se disgregan mecanicamente mediante
pipeteos sucesivos. La suspensidn celular se centrifuga (500xg por 10
min) y se lava tres veces con Medio 199. En esta suspensidén se
encuentran presentes tanto las células somdticas (células de Sertoli,
células de Leydig, células peritubulares, fibroblastos) como aquellas de

la lipea germinal.

2. Cultivos celulares.
a. Cultivos de células de Sertoli.

La fraccién enriquecida en células de Sertoli obtenidas como se
mencioné en l.a) son resuspendidas en Medio 159 suplementado con 12% de
suero fetal de bovino, 12% de suero de caballo, 0,1pM de hidrocortisona,
100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml! de estreptomicina. A este medio se le
denomina medio de cultivo de largo término (M-CLT). Las células (3,4x105
células) son cultivadas en botella de cultivo (25 cmZ, Nunc), a 33°C en
una atmésfera himeda al 5% de CO2Z. En las condiciones wutilizadas las
células de Sertoli se adhieren a la botella de cultivo formando una mono
capa. Una vez a la semana se retira el medio de cultivo y se reemplaza

por medio fresco.
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b. Cultivos de células intesticiales.

Ias celulas intersticiales obtenidas como se indicd en la
seccién 1.b), se resuspenden en medio M-CLT y se ponen a cultivar
(3,4x105 células) en botellas de cultivo (25 cm2 , Nunc), a 33°C en una
atmosfera de 5% CO2. Una vez a la semana se cambia el medio por medio de
cultivo fresco. las células intersticiales se adhieren a la superficie de
la botella de cultivo, formando una monocapa de células, donde se

encuentran, entre otras, células de lLeydig, fibroblastos, macréfagos.

c. Cultivos de la poblacién total de células de testiculo.

Las células obtenidas como se menciond en la secciétn 1l.c), se
suspenden en medio M-CLT. Las células (1,36x104 células/cm2 ) se cultivaﬁ
en botellas de cultivo (25 cm2 , Nunc) e incubadas a 33° C en una
atmoésfera de 5% CD2Z. 1Los cultivos son realimentados semanalmente
removiendo la mitad del medio de cultivo (5 ml) y células en suspensién y
reemplazdndolo por una cantidad igual de medio de cultivo de largo

término fresco (Rodriguez and Minguell, 198%a).

Bajo estas condiciones, se observa la proliferacién y el
establecimiento de una capa heterogenea de células somidticas, entre las
gue se encuentran células de Sertoli, células de Leydig, células

peritubulares y fibroblastos, y células de la linea germinal adheridas a
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esta capa. A esta poblacién de células de estroma testicular se le
denomina en este trabajo capa adherente. Una proporcidén importante de las
células germinales no se adhiere al plastico y se encuentra. en
suspension. A este compartimento celular se le denomina en este trabajo

fraccién no adherente.

Este tipo de cultivo se denomina en este trabajo cultivo de

largo término.

d. Cultivos semisdlidos.

Con el objeto de determinar la génesis de colonias de células
germinales luego que éstas se adhieren a la capa de celulas adherente
(ensayos clonales), se realizan cultivos semistlidos (Iscove et al,

1971).

las células testiculares se resuspenden en medio M-CLT y se
cultivan a 33 °C en una atmdsfera de 5% CO2. Luego de una semana de
establecido el cultivo de largo término, se retira el medio de cultivo y
las células no adherentes. Sobre la capa de células adherentes se agrega

una solucién de agar al 0,3% preparada en medio M-CLT

En estas condiciones se puede observar la existencia de grupos
de células germinales en estrecha asociacién con determinados fenotipos

del estroma.
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3.~ Recuento y viabilidad celular.

El ntmero de células en cultivos se determind wutilizando un

hemocitometro.

Para el caso de las ceélulas que crecen en suspensién, a los
tiempos escogidos, se toma una alicuota en la cual se cuentan las

células.

Para determinar el nimero de células adherentes a los
diferentes tiempos de cultivo, se liberan las células desde la superficie
de la botella de cultivo por tratamiento con tripsina (0,1% en PBS, por
16 min a 37°C). Luego de la incubacién se toma una alicuota para contar

las células, utilizando un hemocitoémetro.

La wviabilidad celular se determina por exclusién de azul

tripan.

4.~ Proliferacion celular.

La proliferacién celular se determina, ya sea mediante una

cinética de crecimiento y por medicién de la sintesis de DNA.
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a. Cinética de crecimiento.

En cada caso se siembran3,4x105 células por botella de cultivo
en las condiciones indicadas en la seccidén 2.). Cada dos dias de cultivo,
se retiran tanto las células en suspensién como agquellas que se han
adherido a la botella de cultivo, y se determina su ntmero y viabilidad,

como se indicd en la seccidn 3).

b. Sintesis de DNA.

La sintesis de DNA por células adherentes y no adherentes se
determina por la incorporacidn de 3y-timidina. Luego de incubar por 24
horas las células con medio de cultivo suplementado con 1 pCi/ml de SH-
timidina (New England Nuclear,a.e.20 Ci/mmnl), las células no adherentes
se retiran y las células adherentes se liberan de la placa de cultivo
por tratamiento con tripsina. Se toman alicuotas de células adherentes y
no adherentes, se precipitan con TCA al 5% y el precipitado se separa por
filtracidn. Los filtros de nitrocelulosa se lavan con ICA 5% y luego de
secarlos se mide la radioactividad retenida en ellos. La sintesis de DNA

se expresa como radicactividad incorporada por nimero de células.

5.~ Estudios de estructura al microscopio de lu=z.

los estudios morfologicos tanto de las células adherentes como

de las células de la linea germinal se realizan por microscopia de 1luz
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luego de teffir las células directamente en la botella de cultivo con May-
Grunwald Giemsa, por observacion directa de las células adherentes o bien
en frotis de células germinales teflidas con May-Grunwald Giemsa. lLas
células de leydig se identifican mediante la tincién histoquimica para la

enzima 3-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Wiebe,1976).

6.- Determinacién de la produccidn de Proteina Ligante de Andrdgenos.

La produccién de ABP por células de Sertoli en la capa
adherente se determina luego de incubar las células por 48 horas con
Medio 199 libre de suerc, en presencia o ausencia de 0,1 pg/ml de FSH
(rat-FSH-I5,NIADD,NIH). Al final de este periodo, se incuba una allcuota
del medio con 2 nM de So-dihidrotestosterona tritiada ( 3H-S«a-DHT)
(148Ci/mol,Amersham) en presencia o ausencia de un exceso molar de 100
veces de Sa-DHT no radioactiva en Tris-HC1l 10mM (pH 8,5). Se incuba 1la
mezcla por 30 min a 37° C y luego por 60 min a 0° C. Terminado el perlodo
de incubacion, se filtra una allcuota en filtros de DEAE-celulosa
previamente equilibrados con Tris-HCl 10 mM (pH 8,5). Los filtros se
lavan con el mismo tampdn y luego de secar se mide la radiocactividad

unida a éstos (Cailleau et al, 1984).

La sintesis de ABP se expresa como pmoles producidos por 106

células en 48 horas.
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7.- Determinacidén de la produccién de Testosterona.

La determinacién de testosterona producida por células de
lLeydig presentes en la capa adherente de cultivos de largo termino se
realiza por radioinmunoensayo (testosterone/dihydrotestosterone RIA
kit,Amersham), luego de incubar dwurante 3 horas las células en la botella
de cultivo con gonadotrofina coriénica humana (hCG)(Z 1IU/ml,300 IU/mg,

Sigma) en Medio 199 libre de suero.

La sintesis de testosterona se expresa como pg producidos por

6

10 células en 3 horas.

B.— Medicién de 1la sintesis de coldgeno por incorporacién de prolina

tritiada.

Esta se realizd siempre en células somdticas (adherentes),

tanto en mono como cocultivos.

La capa adherente se lava dos veces con medio de cultivo de
largo teérmino, con el objeto de retirar las células no adherentes o
aquellas adheridas debilmente al estroma. Las células de la capa
adherente son incubadas en medio M~CLT suplementado con 50 pz/ml de acido
ascérbico, 50 pg/ml de B-aminopropionitrilo y 2 uCi/ml de SH-prolina (20
pCi/mmol, Amersham) por 24 horas a 33°C en 5% CO2. En estas condiciones

el coldgeno sintetizado es liberado al medio de cultivo debido a 1la
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presencia de B-aminopropionitrilo. Este reactivo no permite que ocurra
entrecruzamiento ni deposito, por lo cual las moléculas de colageno
sintetizadas durante este periodo permanecen en forma soluble
(Linsenmayer, 1981). Luego del periodo de incubacidn, el medio de cultivo
es colectado y la capa adherente se lava dos veces con Medio 199.

1) Las células se liberan mediante tratamiento suave con
tripsina, 2) se sonican y se dializan contra acido acético 0,5 M en
presencia de inhibidores de proteasas, luego de lo cual se dializa contra
Tris-HC1 (pH 7,5). 3) Con el objeto de concentrar el colageno, el medio
que contiene el coldgeno es tratado con sulfato de amonio (80% de
saturacidén), seguido por wuna dialisis del precipitado en las mismas

condiciones anteriores.

En ambas fracciocnes se determina la. sintesis de colageno
mediante el analisis del material sensible a colagenasa (Peterkofsky and
Diegelman,i971). Para ésto, una allcuota de cada fraccién se incuba
durante 90 min a 37° C con colagenasa tipo VII (Sigma). La reaccién se
detiene agregando una solucidén de acido tanico al 1,25% y TCA al 25%.
Luego de centrifugar se obtiene un precipitado y un sobrenadante. El
precipitado se lava dos veces con acido ténico 0,25%Z y TCA 5% y los
lavados se juntan con el sobrenadante. Se determina la radicactividad en
ambas fracciones, correspondiendo la radiocactividad presente en el
sobrenadante a protelnas sensibles a colagenasa (coldgeno) y la presente
en el precipitado a protelnas no colagenosas, es decir aquellas protelnas

que no son sensibles a colagenasa. La sintesis de coldgeno se expresa
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comc cpm de 3H~prolina Incorporadas por ntmero de células o como
porcentaje respecto a las protelnas totales, es decir coldgeno mas las
proteinas no colagenosas. El cdlcule de las proteinas totales supoﬁ; que
la incorporacidn de 3H—prolina es cinco veces mayor en coldgeno que en

proteinas no colagenosas (Aumailley et al,1982).

9.- Caracterizacién de los tipos de coléageno.

a) Por cromatografia de intercambio idnico.

El colageno es sintetizado y exportado al medio en la forma de
procolégeno. En el espacio extracelular termina su procesamiento al ser
hidrolizadas los extremos amino y carboxi terminal que nho se encuentran

formando triple hélice, por amino y carboxipeptidasas especificas.

Para analizar Ilos tipos de procoldgenos presentes tanto en
medios de cultivo como intracelularmente, ambas fracciones se precipitan
con sulfato de amonio (80% de saturacidn), se disuelve el precipitado y
se dializa contra Tris-HC1 25 mM (pH 7,5) que contiene 2 Mureay 1 mM
EDTA (Uitto et al, 1980). Alicuctas del material dializado se
cromatografian en columnas de DEAE-celulosa (2Z,2x16 cm) equilibradas en
el tampon de dialisis. La columna se eluye con una gradiente lineal de

NaCl (0 a 0,2 M) preparada en el mismo tampén. En las fracciones
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colectadas se mide su radioactividad y su contenido de procoldgeno, este
ultimo mediante el andlisis de material sensible a colagenasa, segin se

indicoé anteriormente (Peterkofsky and Diegelman, 1971).

Las especies separadas por cromatografia en DEAE-celulosa se

analiza por electroforesis en geles de poliacrilamida.

b) Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Los tipos de coldgeno se analizan por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 7,5% en condiciones denaturantes (1% SDS) (Laemmli,
1970). Las fracciones que se separan por cromatografia en DEAE-celulosa,
que contienen colageno se concentran mediante precipitacién con sulfato
de amonio, dializadas contra Acido acético y luego tratadas con pepsina
(1 mg/ml, 12 horas a temperatura ambiente). Este ﬁltimo tratamiento tiene
por objeto hidrolizar las proteinas no coldgeno como también hidrolizar
los extremos amino y carboxilo terminal de los procolAgenos, que no se
encuentran formando triple hélice. A las fracciones asi tratadas se le
agrega el tampotn que contiene urea ZM y SDS 1% y luego se somete a

electroforesis por 6 horas.
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10.- Sintesis de proteoglicanocs.

Las células no adherentes se retiran por aspiracién y en las
células adherentes se mide la sintesis de proteoglicanos. Para ésto, se
agregan 5 uCi/ml de 3H-glucosamina (22 pCi/mmol, Amersham) en medio M-
CLT) a la capa de células adherentes y se cultivan por 48 horas a 33° C.
En algunos experimentos la marcacidn se realiza por 48 horas agregando
5uCi/ml de”>S sulfato (250 mCi/mmol) al medio de cultivo. Al final del
periodo de incubacién, se retira el medio de cultivo y la capa adherente
se lava dos veces con tampén fosfato salino (PBS). Los lavados se juntan
con el wmedio de cultivo original. Las células son liberadas mediante
tratamiento suave con tripsina (0,05%, 10min, 37° C). Las células se
centrifugan y el sobrenadante se guarda. Las células se resupenden y se
lavan dos veces con PBS. Los lavados se juntan con el sobrenadante
cbtenido del tratamiento con tripsina para obtener la fraccién asociada a
membrana (Ochira et a1,1983), Para obtener la fraccién intracelular las
células son tratadas con un buffer de extraccién disociativo que contiene
4 M guanidina-HCl e iphibidores de proteasas (Yanagishita and
Hascall,1984). A las fracciones del medio de cultivo y asociados a
membrana celular, se le guanidina-HCl s6lida hasta una concentracién
final de 4 M, N-etilmaleimida hasta una concentracién final de 10 mM y

fenilmetilsulfonilfluoruro hasta una concentracion final de 1 mM.

Los proteoglicanos totales en cada fraccién se determinan

mediante precipitacién diferencial con cetiltrietilamonio (CTA) al 0,5%.
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Luego de 1 hora a temperatura ambiente, el precipitado es colectado por
filtracién en filtros de fibra de vidrio, el cual se lava con CTA al 0,1%
y posteriormente con agua destilada. Se mide la radioactividad asociada

al filtro (Wasteson et al, 1973).

11. Separacion y caracterizacidn de Proteoglicanos.

a) Separacién de los proteoglicanos.

A cada una de las fracciones preparadas segim se indica en la seccidn
10 se le remueven la glucosamina tritiada no incorporada a
macromoléculas, la guanidina y otros reactivos por cromatografia en
columnas de Sephadex G-50 (1,2 x 30 cm, Pharmacia) equilibradas y eluidas
con una solucién de urea B M que contiene 0,15 M de cloruro de sodio;
0,05 M de acetato de sodio; 0,5% (w/v) de Triton X-100, pH 6,0. las
fracciones que eluyen en el volumen de exclusién (Vo) de la columna, que
contienen macromoléculas marcadas, se analizan por cromatografla de
intercambio i6nico (DEAE-Sephacel) y/o por filtracidn en gel ({Sepharosa
CL-4B}.
i.— La columna de Sepharosa CL-4B (1,8x70 c¢m, Pharmacia) se
equilibra con tampén Tris-HCl 50 mM que contiene 4M guanidina HCl, 0,5%
(w/v) de Triton X-100, ©pH 7,0. Luego que la muestra es aplicada, 1la
columna se eluye con el tampdn de equilibrio y se colectan fracciones de
1 ml y se mide la radioactividad en ellas. Estas fracciones contienen

proteoglicanos, glicosaminoglicanos entre otros compuestos marcados.
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ii.- La columna de DEAE-Sephacel (1,2 x 10 c¢m, Pharmacia) se
equilibra con tampoén Tris-HCl 50 mM que contiene urea 7 M, pH 6,5. Luego
que la muestra es aplicada, la columna se lava con el tampdn de
equilibrio y posteriormente con el mismo tampdén que contiene NaCl 0,15 M.
El material retenido, que contiene proteoglicanos marcados, se eluye con
una gradiente lineal de NaCl (0,2 a 1,0 M) en el tampdén de equilibrio. Se
colectan fracciones de 2 ml a las cuales se mide la radioactividad y

conductividad (Carney, 1986).

Adicionalmente para los estudios en filtracién en gel se
calculan los coeficientes de distribucién (Kav) de 1los distintos
proteoglicanos. El coeficiente de distribucién (Kav) para cada pico de
radiocactividad se calcula de acuerdo a: (Kav=(Ve-Vo)/({Vt-Vo)), siendo Ve
el volumen de elucién de cada fraccidén; Vo, el volumen de exclusién de la
columna, que se determina usando azul dextrano y Vt, volumen total que se

estima utilizando glucosamina tritiada como marcador.

Para analizar el perfil de elucidn de las cadenas de
glicosaminoglicancs wunidas al nucleo proteico éstas se deben liberar
desde el proteoglicano, para 1lo cual las muestras son dializadas y

tratadas toda la noche con NaOH 0,2 M (Oohira et al, 1983).

b) Caracterizacién de proteoglicanos.

La caracterizacién de los distintos tipos de proteoglicanos y

glicosaminoglicanos presentes en las fracciones obtenidas por ay b se
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realiza analizando la sensibilidad a diferentes enzimas degradativas de

glicosaminoglicanos.

Las muestras son dializadas exhaustivamente contra aguz destilada, se
ajustan a 0,15 M Tris-HCl, pH 8,0 y se digiere con pronasa (Sigma, 7
mg/ml, 10 h a 42° C) (Whiteside et al, 1985). Despues de inactivar la
enzima (10 min a 100° C) las muestras se clarifican por centrifugacion.
La caracterizacién se realiza por tratamientos con condroitinasa ARC,
condroitinasa AC (Sigma) y hialuronidasa str. hyal.(Seikagaku), que
actuan especificamente sobre condroitin sulfato y dermatén sulfato;
condroitin sulfato y &cido hialurdnico, respectivamente. Luego del
tratamiento enzimdtico se agrega condrointin sulfato como coprecipitador
(0,6 mg/ml, Sigma). El grado de digestién de los GAG luego del
tratamiento con las enzimas fue seguido por precipitacién diferencial con
una solucidn de cetiltrietilamonio (ﬁasteson et al, 1973). Para ésto, los
glicosaminoglicanos se precipitan con una solucidn de CTA al 0,5%. Luego
de 1 hora a temperatura ambiente el precipitado es colectado en un filtro
de fibra de vidrio, el cual se lava con CTA al 0,1% y posteriormente con
agua destilada. Para la caracterizacién de heparan sulfato, las muestras
son sometidas a tratamiento con A&cido nitroso, el cual hidroliza
especlficamente heparan sulfato, y el grado de la reaccién se evalua por
cromatografia en columnas de Sephadex G-50 (Shively and Conrad,1976), en
las cuales se separan las macromoléculas resistentes al tratamiento de

los productos de la reaccidn.
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12.- Estudios de adhesién de células germinales a células de estroma.

Con el objeto de estudiar las interacciones adhesivas entre
las células germinales con células de estroma, se utiliza un método que
permite cuantificar la adhesidn mediante la marcacién de las células

germinales con 57Cr—cromato de sodio (Campbell et al, 1987).

La interaccién implica enlaces adhesivos entre moléculas
presentes en las celulas germinales y de estroma, gque son resistentes a
lavados con medios isotdnicos y agitacién vigorosa y que se remueven sélo

mediante tratamientos con tripsina.

Para ésto, las células germinales separadas mediante gradiente
de BSA y resuspendidas en PBS se incuban con el isétopo por 45 minutos a
37° C (10 uCi/1 x 106 células). Al final de la incubacion, las células se
lavan repetidas veces, se resuspenden en Medio 199 y se agregan sobre una
capa de células de estroma. Luego de 1 hora de interaccién a 33° C en una
atmosfera de 5% COZ, se retiran las células no adherentes, que contienen
las células germinales marcadas que no se adhieren al estroma, ¥y se lava
dos veces la capa adherente con Medio 199. Las células adherentes, que
incluyen las células de estroma junto con las células germinales marcadas
que se adhirieron especificamente, se 1liberan por tratamiento con
tripsina (0,1%,10 min). Se mide la radiocactividad en ambas fracciones
celulares. La adhesitn se expresa como porcentaje, gque se calcula a
partir de las células marcadas adheridas especificamente al estroma
respecto al total de células marcadas que se agregan al cultivo, en cada

experimento de adhesion.
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13.- Localizacién de proteoglicanos asociados a la membrana celular.

Como una manera de determinar si los proteoglicanos asociados a
la membrana celular se encuentran distribuidos homogeneamente en ella, o
bien se encuentran ubicados en ciertas zonas de la membrana, se realizan
estudios en que se determina la sensibilidad de los proteoglicanocs a
enzimas que los degradan especlificamente. ILos proteoglicanos producidos
por las células de estroma se marcan incubidndolas con 3H—glucosamina por
48 horas. Luego de finalizado el periodo de marcacioén, la monocapa de las
ctlulas de estroma se trata, in situ, con condroitinasa ABC (0,05 U/ml)
a 33°C por 30 minutos, para remover especlificamente las cadenas de
condroitin sulfato de proteoglicanos gue se encuentran orientados
apicalmente en relacidn al medio de cultivo. Finalizado este
procedimiento, el cual no produce la liberacién de las células desde la
botella de cultivo, se retira el medio y las células de la monocapa son
tratadas con tripsina 0,05% por 10 min. Este procedimiento, junto con
liberar las células desde la placa de cultivo, libera también todos los
proteoglicanos asociados a la membrana celular remanentes, es decir que
fueron hidrolizados por el tratamiento con condroitinasa ABC, y que se
encuentran ubicados tanto apical como basolateralmente con respecto del
medio de cultivo. Para caracterizar los tipos de proteoglicanos asi
obtenidos, se cromatograflian en DEAE-Sephacel, como se indicd en la
seccion 11. La figura 1 muestra un esquema del protocolo experimental

utilizado en estos estudios.
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CULTIVO DE

LARGO TERMINO

?H—Glucosamina
48 horas

PROTEOGLICANOS ASOCIADOS A MEMBRANA CELULAR

ESTUDIOS DE LOCALIZACION POR TRATAMIENTO DIFERENCIAL CON:

A. B. C.
Trip. C-ABC EDTA
Trip. C-ABC
Tripsina

PROTEOGLICANOS LIBERADOS

CROMATOGRAFIA INTERCAMBIO IONICO

DEAE-SEPHACEL

Figura 1: Esquema del protocolo experimental para estudios
localizacitn de proteoglicanos.
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RESULTADOS .

A. PRODUCCION DE MOLECULAS DE MATRIZ EXTRACELULAR POR CULTIVOS DE

CELULAS SOMATICAS TESTICULARES AISLADAS.

En estos estudios se mide la sintesis y se caracterizan
algunos componentes de matriz extracelular tales como colageno y
proteoglicanos. Estas mediciones se realizan en células de Sertoli, que
son los fenotipos celulares que se encuentran en contacte directo con
las células germinales, y en células intersticiales, las cuales no forman
parte del tubulo seminifero y, gque como se ha mencionado, afectan 1la

funcionalidad de las células de Sertoli.

1.- Cultivos celulares.

Con este objeto, se establecen cultivos de células de Sertoli y

de células intersticiales segun se describe en Materiales y Métodos.

Las células de Sertoli, obtenidas luego de tratamiento
enzimdtico de los tibulos seminiferos, se disgregan y se resuspenden en
medio M-CLT. Al cabo de 24 horas de cultivo, las células se adhieren a la

botella formandc agregados celulares que presentan las siguientes
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caracteristicas morfolégicas: forma irregular del nicleo, nucleoplasma
homogenec con nucleolo ubicado en posicidén central. En 1la figura 2 se
muestra un agregado tipico de células de Sertoli. También se puede
observar en dicha figura que las células de Sertoli no proliferan durante

los 12 dias de cultivo, tiempo maximo estudiado.

las células intersticiales también se adhieren a la botella de
cultivo, formando una monocapa heterogénea de células, entre las cuales
se encuentran presentes células de Leydig y fibroblastos (Figura 2). Como
se muestra en la figura, esta poblacidn celular prolifera hasta los 12

dias de cultivo, luego de lo cual alcanza la confluencia.

2.~ Sintesis de <coldgeno por células de Sertoli y por células

intersticiales.

Tanto las células de Sertoli como las células intersticiales en
cultivo sintetizan activamente coldgeno. Como se muestra en la Tabla 2,
al comparar la cantidad de colégeno sintetizado por estos dos tipos
celulares no se observan diferencias significativas. Es interesante el
hecho que las células de Sertoli sinteticen una cantidad similar de
colageno que las células intersticiales, donde existen fibroblastos, que
son importantes productores de coléageno. Esto se puede explicar porque al
no estar en divisién las células de Sertoli podrlan estar sintetizando
colageno constantemente, mientras que las células intersticiales sdélo lo

harian en alguna etapas del ciclo celular. También se puede cbservar en
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Figura 2. Cultivos de células de Sertoli e intersticiales.

Nimero de células de Sertoli (A) y de células intersticiales (B) a los 2 y 12
dias de cultivo. A los tiempos seflalados, las células se liberan de la placa
por tratamiento con tripsina y en una alicuota se cuenta el nimero de células
en un hemocitémetro.

Microfotografia de las células de Sertoli (C) y de las células intersticiales
(D) en cultivo (x 100). En C, el asterisco muestra un agregado tipico de
células de Sertoli. En D, la punta de flecha muestra una células con las
caracteristicas de célula de Leydig, la flecha muestra células con
caracteristicas de fibroblastos.
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TABLA 2. Sintesis y exportacidén de coldgeno por células de Sertoli y

células intersticiales en cultivo.

Sintesis de colédgeno
Total Fraccidén de Exportacidn*

6
(cpm/10° ceélulas)

Células de Sertoli 16.840 = 1.840 0,57 £ 0,06

Células Intersticiales 17.590 + 1.200 0,71 £ 0,06

Las células se obtienen como se describe en Materiales y Metodos, a
partir de testiculos de rata de entre 18 y 20 dias de edad.

La sintesis de coldgeno se expresa comoc cpm de prolina tritiada
incorporada en el material sensible a colagenasa.

Las mediciones se realizan a los 12 dlas de cultivo y los datos
representan el promedio * desviacion estandar de tres experimentos.

* Representa la fraccién de colageno exportado respecto al colageno total
sintetizado.
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dicha Tabla, que 1la fraccidn de coldgeno exportado al medio de cultivo
respecto del total de coldgeno sintetizado (fraccién de exportacion), es
levemente superior en las células intersticiales que en las células de
Sertoli (0,71 wversus 0,57). Esto indica que alrededor del 57X del
coldgeno sintetizado por las células de Sertoli y alrededor del 70% del
coldgeno sintetizado por las células intersticiales se encuentra en el
medio de cultivo y por lo tanto puede ir a formar parte de la matriz

extracelular.

3.- Sintesis de proteinas no colagenosas por células de Sertoli y por

células intersticiales.

Al analizar la produccién de protelnas totales no colagenosas (
no sensibles a degradacién por colagenasa) en estos mismos sistemas de
cultivos, se puede observar que tampoco existen diferencias ni en la
cantidad total sintetizada ni en la forma como ellas se distribuyen entre
el medio de cultivo y la fraccién celular. Esto dltimo, representado por
las fracciones de exportacidén, demuestra que alrededor del BOX de estas
protelnas sintetizadas de novo, son exportadas hacia el medio de cultivo
(Tabla 3). Por otra parte, la sintesis total de estas protelnas es 4 a 5

veces mayor que la sintesis total de colageno (Tablas 2 y 3).
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TABLA 3. Sintesis y exportacién de proteinas no colagenosas por células

de Sertoli y c¢élulas intersticiales en cultivo.

Sintesis de protelnas no colagenosas

Total Fraccién de exportacidn¥*
6
(cpm/10 células)

Células de Sertoli 75.200 * 6.450 0,83 * 0,03

Células Intersticiales 77.900 £ 2.640 0,83 £ 0,01

las células se obtienen como se describe en Materiales y Métodos, a
partir de testiculos de ratas de entre 18 y 20 dias de edad.

La sintesis de protelnas no colagenosas se expresa como cpm de prolina
tritiada incorporada a proteinas no sensibles a colagenasas.

Los datos representan el promedio + desviacién estandar de tres
experimentos realizados a los 12 dlas de cultivo.

* Corresponde a la fraccién de protelnas exportadas al medio de cultivo
respecto al total sintetizado.
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4.- Sintesis de proteoglicanos por cultivos de células de Sertoli y de

células intersticiales.

Tanto los cultivos de células de Sertoli como de células
intersticiales incorporan activamente glucosamina tritiada a
macromoléculas, las cuales son separadas del isdtopo libre en una columna
de Sephadex G-50. Sobre el 90% del material que eluye en el volumen
exclusiéon de esta columa corresponde a proteoglicanos Yy  acido
hialurénico, demostrado por el perfil de elucién en DEAE-Sephacel (Figura
3). De ah!l que la cantidad de proteoglicanos que se indican en la Tabla
4, pueda obtenerse del material eluldo en el volumen de exclusién de una

columna de Sephadex G-50.

Como se aprecia en la Tabla 4, la cantidad total de
proteoglicanos (presentes en el medio de cultivo y asociados a la
membrana celular) sintetizados por células de Sertoli, es alrededor de
2,5 wveces superior a la cantidad sintetizada por cultivos de celulas
intersticiales. La distribucién de estas macromoléculas se mantiene

constante en ambos tipos celulares.

Con el objeto de determinar si la ocurrencia de interacciones
celulares (ya =sea célula-célula o mediadas por factores difusibles)
afecta la produccién de proteoglicanos de matriz extracelular, se
realizaron estudios respecto a la sintesis de estos componentes por

cultivos mixtos de células de Sertoli y de células intersticiales.
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Figura 3. Cromatografia en DEAE-Sephacel de proteoglicanos producidos por
células de Sertoli (A), células intersticiales (B) y por cultivos mixtos (C).
Alicuotas del material marcado con 3H-glucosamina que eluye en el volumen
vaclo de una columna de Sephadex G-50, es cromatografiado en columnas de
DEAE-Sephacel. El pico I corresponde a &cido hialurénico, el pico II
corresponde a glicoprotelnas, el pico III corresponde a un proteoglicanc
mixto de hepardn sulfato y condroitin sulfato y el: pico IV corresponde a un
proteoglicano de condroitin sulfato.

41




TABLA 4. Sintesis y distribucidn de proteoglicanos sintetizados por
cultivos de células de Sertoli, de células intersticiales y

por cultivos mixtos.

Cultivo Total Medio Cultivo Asociado a
membrana celular

(cpm/10° calulas)

Sertoli 292.000 183.400 109.500
(37,4%)
Intersticiales 116.900 79.300 37.600
(32,2%)
Mixto B5.800 42.500 43.300
(50,5%)

El establecimiento de los cultivos de células de Sertoli e intersticiales
se describe en Materiales y Métodos, a partir de testiculos de ratas de
entre 18 y 20 dlas de edad. Los cultivos mixtos se establecen poniendo
igual ntmero de células de Sertoli y cdlulas intersticiales por botella
de cultivo. Los datos se expresan como cpm de glucosamina tritiada
incorporada en proteoglicanos.

Entre paréntesis se indica el porcentaje asociado a la membrana celular.
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Para el establecimiento de estos cultivos se siembra un nimero
similar de ambos tipos celulares, las cuales se adhieren a la botella de
cultivo. Esta poblacidén celular prolifera hasta los 12 dlas de cultivo,
alcanzando luego la confluencia. La figura 4 muestra la apariencia de un
cultivo mixto, donde se destaca la organizacién que se logra, con un

agregado de células de Sertoli rodeado por las células intersticiales.

Al comparar la cantidad total de proteoglicanos sintetizados por
los cultivos mixtos, se puede observar que ésta corresponde s6élo a un
30% de la cantidad sintetizada por las células de Sertoli y a un 70% de
la sintetizada por las células intersticiales. WNo sblo se observa una
diferencia en la sintesis total de proteoglicanos, sino también en 1la
distribucién de estas macromoléculas. La proporcién de macromoléculas
asociadas a la membrana celular aumenta en forma significativa en los
cultivos mixtos. Asl, mientras en los cultivos de céiulas de Sertoli la
cantidad de precursor radicactivo incorporado en protecglicanos asociados
a la membrana celular corresponde al 37%, y en los cultivos de células
jintersticiales corresponde al 32% del total de los proteoglicanos
sintetizados; en 1los cultivos mixtos el 51% de los proteoglicanos
producidos se encuentra en esta fraccidén celular. La sintesis de estas
macromoléculas por cultivos mixtos, no corresponde a la suma de la
sintesis de oproteoglicanos por las células de Sertoli y células

intersticiales en cultivos aislados. Estos resultados sugieren dgue se

establecerlan interacciones celulares entre las células de Sertoli y las




Figura 4.

Morfologla de las células adherentes de un cultivo mixto. Se

muestra un agregado de células de Sertoli rodeado por células intersticiales.

(x 100).
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células intersticiales en los cultivos mixtos, afectando la produccidn y

distribucién de proteoglicanos.

La menor cantidad de precursor radioactive incorporado en
proteoglicanos que se encuentran asociados a la membrana celular en los
cultivos mixtos, comparado con los encontrados en los cultives de
células de Sertoli aisladas, puede corresponder a una menor sintesis, a
una mayor degradacién de estas macromoléculas o a un aumento de la
liberacion de estas macromoléculas al medio de cultivo. En un intento por
conocer si algunas de las alternativas planteadas es 1la correcta, se
realizaron estudios de pulso y caza, utilizando como trazadores
radicactivos tanto 3H—glucosamina como 355 sulfato. Estos resultados se
muestran en la Tabla 5. La radiocactividad asociada a la membrana celular
disminuye mas radpidamente en los cultivos mixtos que en los cultivos de
células de Sertoli. El resultado de deséparicibn de radioactividad es
similar si se usa 355 sulfato o 3H-glucosamina como trazador. Esto valida
el uso de 3H—glucosamina como marcador de proteoglicanos, y por otra
parte indica que el recambio de proteogiicanos y acido hialurdnico es
similar. Los resultados no permiten dilucidar el mecanismo implicado en
el recambio de estas macromoléculas, sin embargo sugieren que las
diferencias observadas se deben a una mayor degradacién de estas

macromoléculas o una mayor liberacién de estos proteoglicanos al medio de

cultive en los cultivos mixtos y no a una menor sintesis.

Como se menciond anteriormente, , la caracterizacién de los

proteoglicanos se hace por cromatografla en DEAE-Sephacel. En los tres

45




TABLA 5. Recambio de proteoglicanos asociados a membrana celular.

Dias
cultivo 0 1 2
(Z)*
Sertoli 160 8s + 11 72 £ 12
Mixto 100 51+ 1 43 = 7

* Luego de 48 horas de marcacion con ?H—glucosamina o 355 sulfato, se

mide la radioactividad de los proteoglicanos asociados a la membrana
celular, que corresponde al 100% (Dia 0).

A los dias seflalados se mide la radicactividad remanente, la cual se
expresa como porcentaje respecto del dia 0. Los datos representan el
promedio * desviacidn estdndar de tres experimentos realizados utilizando
glucosamina tritiada como precursor radiocactivo. Resultados similares se
obtienen al utilizar 3%S-sulfato.




tipos de cultivos estudiados, no se observan diferencias cualitativas
importantes en los proteoglicanos asociados a la membrana celular, ya gque
en todos ellos se obtiene un perfil de elucién que se caracteriza por
presentar cuatro picos (Figura 3). El pico I no se retiene en la columna
y eluye con el tampdn de equilibrio. El pico 1I, es retenido y eluye a
una concentracién de NaCl de 6,15 M; y los picos III y IV que son
retenidos en 1la columna eluyen a una concentracién de NaCl de 0,26 M y

0,56 M, respectivamente.

Para caracterizar las cadenas de glicosaminoglicanos asociados
a cada pico de radioactividad, alicuotas de estas fracciones son
sometidas a tratamientos con enzimas que hidrolizan especlificamente
glicosaminoglicanos y tratamientos quimicos para determinar heparan
sulfato. El pico I resultd ser acido hialurbdnico, dado que es
completamente sensiﬁle al tratamiento con hialuronidasa. E] pico II
contiene material radioactivo que corresponderia a glicoproteinas de
secrecién, ya que no es sensible ni a tratamiento con hialuronidasa ni a
tratamiento con condroitinasa ABC. Estas glicoprotelnas no fueron objeto

de estudios mas detallados.

El material gque eluye asociado al pico 1III corresponde a
proteoglicanos de condroitin sulfato y de hepardn sulfato, o bien a un a
proteoglicano mixto que contenga cadenas de hepardn sulfato y de
condroitin sulfato. La presencia de estos componentes se deduce por el

hecho que el material es sensible a condroitinasa ABC y a condroitinasa

AC, como también a tratamiento con acido nitroso. Los proteoglicanos de




condroitin sulfato y de heparan sulfato, por tener diferente carga, se
retienen en forma diferencial en una columna de intercambio idénico, de la
cual son eluidos separadamente, utilizando una gradiente salina. El hecho
que, en las condiciones aqul utilizadas, las especies sensibles a Acido
nitroso (HS) ¥y a condroitinasa ABC (C5) eluyan de la columna de DEAE-
Sephacel como una sola especie, sugiere que las cadenas de hepardn
sulfato y condroitin sulfato se encuentran posiblemente unidas a un mismo

nticleo proteico, dando origen a un proteoglicano mixto.

El material que eluye asociado al pico IV, corresponde a un
proteoglicano gque contiene s6lo cadenas del tipo condroitin sulfato, a
Juzgar por ser es altamente sensible a tratamientos con condreoitinasa

ABC y AC, pero no es sensible a tratamiento con 4cido nitroso.

En los cultivos mixtos el andlisis cuantitativo revela que la
razén entre el proteoglicano de condroitlin sulfato y el proteoglicano
mixto de heparan y condroitin sulfato disminuye significativamente en
comparacién con los cultivos aislados de células de Sertoli o de células
intersticiales. En los cultivos mixtos esta razén es de 6,1, mientras que
en los cultivos de células de Sertoli la razén es 9,6 y en los cultivo de
ceélulas intersticiales es de 13,3. Este cambioen la razén de los
proteoglicanos se debe fundamentalmente a un aumento en la cantidad del
proteoglicanc mixto de hepardn y condroitin sulfato (calculado a partir

de la figura 3).

Los resultados de sintesis y distribucién celular de
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proteoglicanos obtenidos con cultivos mixtos, comparados con aquellos
obtenidos con cultivos aislados de células de Sertoli y de células
intersticiales, indican que en 1los cultivos mixtos se establecen
interacciones celulares, 1las cuales alteran el patrén de biosintesis y
distribucién celular de estas macromoléculas. Esta interaccién cuya
expresidn morfeolédgica se observa en la figura 4, implican un ordenamiento
de las ceélulas intersticiales en torno a los agregados de células de

Sertoli.

Por 1lo tanto, en estudios in wvitro de la sintesis de
componentes de matriz extracelular y de su posible rol funcional, es
importante realizarlos en cultivos donde coexistan los distintos
fenotipos celulares del testlculo, mas que en cultivos de fenotipos

aislados.
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B. GENERACION Y CARACTERIZACION DE UN SISTEMA DE CULTIVO DE CrRLULAS

TESTICULARES TOTALES EN CONDICIONES DE CULTIVO DE LARGO T&RMINO.

Por lo anterior se Inicid la blsgueda de un sistema de cultivo
donde coexistan todos los fenotipos celulares del testiculo, tanto
somidticos como de la linea germinal, de forma tal que las interacciones
celula-célula o interacciones mediadas por mensajeros quimicos, se
expresen morfoldgica y funcionalmente. Después de varios intentos, se
disefid un sistema, que denomino cultivo de largo término, que permite la

adecuada interaccidén celular y que es viable y funcionalmente competente.

1.~ Condiciones de cultivo.

Las condiciones éptimas para el cultivo de la poblacién total
de células testiculares, requieren de la suplementacién del medio de
cultivo con 12% de suero fetal de bovino y 12% de suero de caballo, para
obtener as! wuna adecuada concentracién de varias hormonas que tienen
efecto espermatogénico (Dufau et al, 1984; Louis and Fritz, 1979). De
esta manera, este medio de cultivo tiene una concentracidn 15 veces mayor
de hormonas pituitarias (FSH + LH), 8 veces mayor de progesterona y 2
veces mayor de andrégenos, comparado con similares utilizados para el
cultivo de células testiculares, como el descrito por Steinberger (1975).
El medio de cultivo también se suplementa con hidrocortisona, a una

concentracién efectiva para inhibir en un 40-60% el crecimiento de

50




fibroblastos en el cultivo (Minguell et al, 1982), Ilograndose que el

cultivo no se enriquezca en este fenotipo celular.

2.- Caracteristicas morfologicas de los cultivos celulares.

Cuando la poblacién total de células de testiculo se cultivan
en condiciones de cultivo de largo término, las células germinales y las
células somAticas pueden ser separadas fdcilmente debido a su diferente
adhesividad a 1la placa de cultivo. Las células somidticas se adhieren
fuertemente al plastico, probablemente via moléculas adhesivas, tipo
fibronectina, 1la cual estd presente en alta concentracidn fanto en el
suero fetal como en el suero de caballe con que se suplementa el medio de
cultivo. La mayor parte de las células germinales permanecen en
suspensién, probablemente debido a que las células germinales en estados
de maduracién mas avanzado no reconocen sitios de unidén en la matriz

extracelular o en las células somaticas adheridas a la placa.
a) Células adherentes.

Los resultados muestran que la poblacion total de células de
testiculo cultivadas en las condiciones de largo término indicadas,
generan, luego de 24 horas de cultivo, una capa adherente compuesta por
células somadticas y una fraccidén de células no adherentes que incluye a

las células germinales. El andlisis morfoldgico al microscopio de luz
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revela una composicidén celular heterogénea para las células adherentes
(Figura 5). Se observan agregados celulares de células de Sertoli a
partir del dla 3 de cultivo. En estos agregados, las células muestran
una forma irregular del niicleo con invaginaciones de la membrana nuclear
y presentan un nucleoplasma marcadamente homogénec, con una gran
cantidad de eucromatina 1los cuales presentan un nucleolo ubicado en

posicidn central (Figura 5 B).

La presencia de células de Leydig, por otra parte, se
evidencia por 1la tincién histoquimica especifica para la enzima 3B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (Figura 5 C). Entre los dlas 1 y 10 de
cultivo, aproximadamente un 10% del total de las células adherentes
muestran una reaccién positiva para esta enzima. Luego de perlodos mas
largos de cultivo, la cantidad de células que presentan una tincién
positiva disminuye a un 2-3%. Los datos aqul presentados no permiten
saber si esta disminucidn se debe a muerte celular, a una pérdida de la
capacidad funcional de estas células o a ambas. De cualquier manera esta
disminucién se ve avalada por la menor sintesis de testosterona, como
se mostrard mas adelante. Ademads de las células de Sertoli y células de
Leydig, también estan presentes en la capa adherente otros fenotipos
celulares con caracteristicas morfoldgicas de células peritubulares vy

fibroblastos (Figura 5).

Despues de 12 dlas de cultivo, cuando se alcanza la confluencia
y por tanto el crecimiento celular se ha detenido, se observa al

microscopio de luz una monocapa celular bien organizada pero no
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Figura 5. Morfologla de las células en la capa adherente de cultivos de largo
término. a) Microfotografia de las células adherentes a los 6 dlas de cultivo
(x 70). b) Mayor aumento del 4rea marcada en A, muestra un agregado de
células de Sertoli (x 250). c¢) Apariencia tipica de una célula de Leydig a
los 6 dias de cultivo, que presenta tincién positiva para 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (x 700).
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homogénea. Esta monocapa estd caracterizada por 1la formacién de
estructuras del tipo "ndédulos" de células de Sertoli, con numerosas
células elongadas que se proyectan de un nédulo a otro, como se muestra
en la figura 6. Estas estructuras son similares a las observadas por Tung

y Fritz (1986).

b) Células germinales.

Las células germinales, en las condiciones de cultivo de largo
término utilizadas, no se adhieren al plastico y por lo tanto permanecen
en suspensidon, lo que permite retirarlas cada vez que se realice la

realimentacién de los cultivos, con medio fresco.

Sin embargo, se observa que una proporcién de las células
germinales se encuentra adheridas a células de la capa adherente,
especificamente a zonas enriquecidas en células de Sertoli, de donde se
liberan al medio de cultivo. Como otra manera de poner en evidencia esta
poblacidn célular se usa un ensayo clonal (sistema de cultivo
semisdlido), en el cual la migracién de las células germinales esta
impedida. Se producen asi, colonias que se generan a partir de células
progenitoras tempranas, adheridas al estroma testicular. En la figura 7,
se observa que estas colonias estdn compuestas por aproximadamente 40 a
100 células, con una morfologia homogénea, caracterizada por una fuerte

birrefringencia.
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Figura 6. Morfologia de células en la capa adherente de cultivos de largo
término en confluencia. A) Microscopla de luz de las células somaticas
muestra dos estructuras tipo nédulo. Células elongadas se proyectan de un
nédulo a otro. Células peritubulares rodean a estas estructuras (x 100).

B) Se muestra una estructura tipo nédulo mas elaborado (x 100).
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Figura 7. Morfologlia de células germinales adheridas a células de estroma en
cultivos semisdlidos. Sobre la capa de células adherentes se agrega agar al
0,3% para establecer cultivos semisélidos. En estas condiciones se observan
colonias de células germinales asociadas a células de Sertoli presentes en el

cultivo de largo término (x 100).
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Esta metodologla presupone ademads que la capa de celulas
adherentes del cultivo de largo término, provee las seflales celulares y
quimicas (microambiente) necesarias para, al menos, la proliferacidn de

las células germinales.

Utilizando estos ensayos clonales se confirma la observacidn
microscopica que seflalaba que las colonias de células germinales se
asocian solamente a células de Sertoli presentes en la capa adherente
(Figura 7). Otras células adherentes del cultivo de largo término, como
células peritubulares y fibroblastos no son capaces de sostener el

desarrollo clonal de progenitores germinales.

Estas observaciones indican que en los cultivos de largo
término, se genera una monocapa organizada de células somaticas las que
establecen interacciones celulares no sdlo entre ellas, sino también

entre células germinales y las celulas de Sertoli.

3.- Proliferacién de celulas somdticas en cultivo de largo término.

La poblacidn heterogénea de las células somdticas presentes en
la capa adherente del cultivo de largo término, proliferan activamente.
Esta proliferacidén, expresada como una curva de crecimiento, se muestra
en la figura 8. Se puede observar que luego de 48 horas de iniciado el

cultivo, entre un 30 y 40% del indculo inicial de ceélulas testiculares se
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Figura 8. Curva de crecimiento de las células adherentes en cultivos de largo
términoe. Se siembran 3,4 x10° células testiculares por botella. A los
tiempos seflalados, las células de la capa adherente se liberan como se indica
en Materiales y Métodos y se cuentan en un hemocitémetro.
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adhiere a la placa de cultivo. La eficiencia de adhesitn a la placa de
cultivo relativamente baja, que se observa en este tipo de cultivos (30-
40%), se puede explicar por el alto ntmero de células germinales
presentes en la suspension celular con que se inicia el cultivo y por el
daffo que sufren algunas células somdticas por efecto del tratamiento
enzimidtico y mecanico que se utiliza en la preparacion de la suspension
celular. Estas c¢élulas proliferan activamente hasta los 12 dias de
cultivo, manteniendo su capacidad adhesiva. Esta fase logaritmica de
crecimiento es seguida por una fase donde no se observa proliferacion
celular, debido a una inhibicién por contacto, dada la confluencia del
cultivo. GCon estos datos se calculd un tiempo de duplicacién promedio

para la poblacién adherente de 48 horas.

4.- Proliferacién de células germinales.

La fraccién de células germinales, presentes en el inbdculo
inicial de los cultivos de largo término, corresponde a células
germinales en varios estados de diferenciacién. Estas células germinales
proliferan activamente bajo las condiciones de cultivo de largo término,
en estrecho contacto con las células de estroma desde donde se liberan
hacia el medio de cultivo. Como se muestra en la figura 9, el nimero de
células germinales (no adherentes) por botella de cultivo aumenta
progresivamente hasta el dla 12 de cultivo, con un tiempo de duplicaciodn

de aproximadamente 72 horas. A tiempos mis largos de cultivo (16 dlas),
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Figura 9. Curva de crecimiento de las células presentes en la fraccidn no
adherente de cultivos de largo término. El nimero de células no adherentes se
expresa como un valor relativo respecto al némero de células presentes en el

dia 4 de cultivo.

Cada valor representa el promedio % desviacién estandar de

4 determinaciones. El ntmero de células no adherentes se corrige considerando
el ntmero de células no adherentes que se retiran cada vez que se cambia el

medio de cultivo.
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se observa una disminucién en el contenido de células germinales,
indicando una disminucién en la capacidad proliferativa de esta poblacion

celular.

Esta disminucién en la capacidad proliferativa se confirma por

estudios de sintesis de DNA en estas células, medida por la incorporacion
3

de H-timidina. La sintesis de DNA al dia 16 de cultivo es s6lo un 30% de

aquella observada para células al dia 4 de cultivo.

5.- Estudios de la capacidad funcional de los cultivos de largo término.
Para determinar que las células presentes en los cultivos de
largo término, no solo proliferan sino que también mantienen sus
funciones especificas, se realizan estudios que permiten determinar la
produccién de compuestos de exportacién propios de las células de Sertoli

v Leydig.

a.- Produccién de Protelna Ligante de Androgenos (ABP).

Las células de Sertoli presentes en la capa adherente producen
y liberan al medio de cultivo ABP, como se observa en la figura 10A. La
produccién de ABP se mant iene relativamente constante durante los 15 dias
de cultivo estudiados. Esta observacidén es interesante puesto que la

produccién de ABP por cultivos de células de Sertoli aisladas, disminuye
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Figura 10. Produccién de proteina ligante de andrégenos (ABP) y testosterona

por células somaticas testiculares en cultive de largo término. A) A los
tiempos escogidos, el medio de cultivo se reemplaza por Medio 199 libre de
suero. Luego de 48 horas de incubacion se determina la produccién de ABP en
una alicuota del medio condicionado, como se indica en Materiales y Métodos.

B) A los tiempos escogidos, el medio de cultivo de largo término se reemplaza
por Medio 199 libre de suero. Luego de 3 horas de incubacion en presencia de
2 Ul/ml de hCG, se determina la sintesis de testostercna por RIA, como se

indica en Materiales y Métodos.
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drasticamente en funcién del tiempo de cultivo (Rich et al, 1983). El
hecho que en estas condiciones de cultivo, 1la produccién de ABP se
mantenga practicamente constante a través del tiempo de cultivo, sugiere
que factores adicionales para mantener la actividad secretora de ABP son
producidos por otros fenotipos celulares en el testiculo o por la
existencia de posibles interacciones de las cé€lulas de Sertoli con otros

fenotipos de estroma.

b.~ Produccién de Testosterona

Las c¢élulas de Leydig presentes en 1la capa adherente de
cultivos de largo término producen ¥y liberan al medio de cultivo
testosterona. La cantidad de hormona producida aumenta proporcionalmente
con el tiempo de cultivo hasta el dia 14 de cultivo, tal como se muestra
en la figura 10B. A tiempos de cultivo mas largos (dla 19), se observa
una drastica disminucién en la produccidén de la hormona, 1la que es
coincidente con la desaparicién de células de Leydig, a juzgar por la
disminucién de células que presentan una reaccidn positiva para la enzima

3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa .

La produccidn de testosterona por las células de Leydig en 1la
capa adherente depende de la presencia de hCG en el medio de cultivo, ya
que cultivos no expuestos a hCG exdgena, producen 10 veces menos

testosterona que aquellos a los cuales se le adiciona la hormona, lo que
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es una prueba adicional de que estas células mantienen en estos cultivos,

sus caracterlsticas funcionales.

Los resultados presentados en esta seccidén, demuestran
claramente gque el sisteme de cultivo descrito en esta tesis permite que
coexistan tanto las células germinales como las células somidtica. Baljo
las condiciones descritas, las células en los cultivos de largo término
son viables, preoliferan vy mantienen por lo menos para el caso de las
células de Sertoli y de las células de Leydig, su capacidad funcional

expresada en la produccidn de ABP y testosterona hasta el dia 14.

Es oportuno volver a destacar que las células testiculares, e

las condiciones de cultivo de largo término descritas, adquieren un alto
i

grado de organizacién como consecuencia del establecimiento de

interacciones especificaé Yy no casuales resultantes de una simple

cercanla espacial, producto de una sedimentacidén azarosa sobre el

pléastico.
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C. GENERACION DE MACROMOLECULAS DE MATRIZ EXTRACELULAR POR CELULAS

SOMATICAS TESTICULARES BAJO CONDICIONES DE CULTIVO DE LARGO TERMINO.

El sistema de cultivo de largo término agqul descrito, parece
ofrecer una clara ventaja para el estudio de la génesis de componentes de
matriz extracelular, respecto de los cultivos de fenotipos somAticos
aislados, puesto que en el sistema de cultivo de largo término se permite
la existencia de interacciones celulares de contacto directo o bien

mediadas por factores difusibles.

1.- Sintesis y distribucidén de coladgeno.

Las células adherentes de cultivos de largo término sintetizan

3
colégeno a partir de H-prolina. La figura 11 muestra una correlacién
entre el crecimiento de células adherentes en condiciones de cultivo de

largo teérmino y el colageno producido por estas células en funcion del

tiempo de cultivo.

Como se puede observar en dicha figura, a partir del dla 4 de
cultivo la sintesis de coldgeno aumenta en forma proporcional al aumento
del nimero de células adherentes. La sintesis mixima se observa cuando se
alcanza la confluencia, luego de lo cual se produce una disminucién en la

sintesis de colageno. Esto sugiere que en la confluencia el contacto
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Figura 11. Sintesis de coldgeno por células somAticas testiculares en
cultivos de largo término. Se siembran 3,4x10° células testiculares y a los
tiempos indicados las células adherentes se cuentan y los medios se procesan
para la medicidn de la sintesis de colageno.
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celular, no soélo produce una inhibicién en la proliferacién celular,

sino que también una inhibicidn de la sintesis de colageno.

Las moléculas de coldgeno recién sintetizadas se encuentran
distribuidas tanto en el medio de cultivo como en la fraccidn celular.
Esta distribucién vy la cantidad relativa de coldgeno en cada fraccitn
se puede observar en la Tabla 6. En el medio de cultivo se encuentran dos
tercios del colageno sintetizado, que corresponde a una cantidad relativa
de 0,16 del total de las protelnas presentes en esta fraccién. lLa
proporcién restante del colageno, se encuentra en la fraccién celular, lo
cual corresponde a una cantidad relativa de 0,33 del total de las
proteinas en esta fraccion. Esto significa que aunque la mayor parte del
coldgeno sintetizado es exportado hacia el medio de cultivo, representa

s6lo una pequefia fraccion del total de proteinas sintetizadas.

2.- Expresién de tipos de procolégeno producidos por células somaticas.

Los tipos de procoldgenos sintetizados por las células
somdticas testiculares en cultivo de largo término, sSe separaron por
cromatografia en DEAE-celulosa y luego las cadenas de colageno se
analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de

SDS.

El an&lisis por cromatografia en DEAE-celulosa muestra gque

entre el 80% y 90% del material radioactivo es retenido en la columna vy
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TABLA 6. Distribucién y cantidad relativa de coldgeno producido por

células somidticas testiculares en cultivo de largo término.

Colageno+
Distribucidn Cantidad relativax
(X)#
Medio de cultivo 67 £ 8 0,16 = 0,013
Fraccién celular 338 0,33 £ 0,028

Las determinaciones se realizan en cultivos de largo término de células
testiculares provenientes de ratas de entre 18 y 20 dias de edad. Estas
mediciones se realizan a los 12 dias de establecido el cultivo.

+ Los datos representan el promedio * desviacién estandar de tres
experimentos

# Representa el porcentaje de coldgeno que se encuentra en cada fraccién
respecto del total de coldgeno sintetizado (100% = 16.910 * 450 cpm/ 10-6
ceélulas).

* Representa la fraccién de colageno sintetizado respecto al total de
protelinas, asumiendo que el colageno contiene cinco veces mas prolina que
las proteinas no colageno.
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se resuelve como dos picos principales, los cuales eluyen con una
concentracién de NaCl de 0,1M y 0,15M, respectivamente (Figura 12). Este
material corresponde a procolageno I y III respectivamente, como se
demuestra por la separacién, mediante electroforesis en presencia de SDS,
de las cadenas al(I) y aZ2{I) para el caso de procoldgeno I y de las

cadenas «l(III) para el caso de procoldgeno III (Figura 12, recuadro).

La distribucidn de las moléculas de coldgeno sintetizadas, se
muestra en la Tabla 7. El procoligeno tipo I se encuentra distribuido en
similar proporcidn entre el medio de cultivo y la fraccién celular. El
procoldgeno tipo III, en cambio, se encuentra presente solamente en el
medio de cultivo, sugiriendo que este tipo de coldgeno es sintetizado y
radpidamente exportado. Aungue no se analizaron los mecanismos que pueden
explicar la ausencia de procolageno IiI en el interior de la célula, 1la
rapida 1liberacién de estas moléculas al medio de cﬁltivo parece ser
particular del testlculo, ya que en otros teiidos el oprocolageno IIT
siempre se encuentra presente tanto en el medio de cultivo como en 1la
fraccion celular (Limeback et al, 1978; Aumailley et al, 1982). En esta
tesis se realizaron estudios sobre sintesis y distribucién s6lo de los
coldgenos intersticiales I y III y no sobre colageno tipo IV, puesto que
existen diversos estudios sobre la sintesis de esta ditima macromolécula

por células de testiculo (Skinner et al, 1985; Borland et al, 1986).
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Figura 12. Cromatografia en DEAE-celulosa de procoldgenos radioactivos
sintetizados por células somiticas testiculares. Los picos A y B corresponden
a procolagenos tipos I y III, respectivamente. La flecha indica el inicio de
la gradiente. El recuadro muestra el patrdn electroforético, en geles de
poliacrilamida al 7,5%, del material asociados a los picos A y B. La posicién
en que migran las cadenas de coldgeno se indica a la izquierda.
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TABLA 7. Distribucién de tipos de procolédgenos producidos por células

somaticas testiculares en cultivos de largo término.

Pro colageno I Pro colageno III
{cpm/botella)
Medioc de cultivo 2.130 + 160 12.080 + 870
Fraccidn celular 2.070 # 150 0

Los cultivos de largo término se incuban con prolina tritiada por 24
horas. El medic de cultivo y la fraccién celular se concentran con
sulfato de amonio (80 % de saturacidén), como se indica en materiales y
métodos.

Los procoldgenos se separan por cromatografia en DEAE-celulosa como se
describe en Materiales y Métodos. Los datos se presentan como el promedio
t desviacién estandar de 3 experimentos.

71




3.- Sintesis y distribucidn de proteinas no colagenosas.

Para comprobar si el patrén de sintesis y distribucién de
coldgeno es particular para esta protelna, se analizd la sintesis de las

protelnas no colagenosas.

En 1la Tabla 8, se muestra la distribucidén y cantidad de
protelnas no colagenosas sintetizadas por las células somdticas
testiculares. Estas protelnas se distribuyen tanto en el medio de cultivo
como en la fraccidn celular. Los dates de distribucién celular de estas
protelnas revelan que alrededor del B5% de estas protelnas se encuentran
en el medio de cultivo, sugiriendo que son fundamentalmente proteinas de

exportacion.

4.- Sintesis de proteoglicanos por células somidticas testiculares.

Las células somadticas testiculares en cultivos de largo término
incorpeoran activamente glucosamina tritiada en moléculas de
proteoglicanos. En funcién del tiempo de cultivo, se observa un aumento
de la cantidad de proteoglicanos sintetizados proporcional al incremento
del nimero de ceélulas. Luego que se alcanza la confluencia (13 dias), la
sintesis de proteoglicanos disminuye (Figura 13). Esto sugiere gque el
contacto celular que se produce en la confluencia, regula negativamente

la sintesis de estas macromoléculas.
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TABLA B. Sintesis y distribucién de protelnas no colagencsas producidas

por células somdticas testiculares en cultivos de largo

término.
Sintesis de proteinas no colagenosas
(cpm/10° células)
Total 70.610 £ 2.980
Medio de cultivo 60.560 = 3,940
Fraccidn celular 10.050 £ 1.890

Las determinaciones se realizan en cultivos de largo término de células
testiculares provenientes de ratas de entre 18 y 20 dias de edad. Estas
mediciones se realizan a los 12 dlas de establecido el cultivo.

Los datos representan el promedio * desviaciétn estandar de 3
experimentos.

Se utiliza prolina triada como trazador radioactivo.
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Figura 13. Sintesis de proteoglicanos por células somiticas testiculares en
cultivo de largo término. A los tiempos sefialados, tanto el material presente
en el medio de cultivo como asociado a la fraccidn celular se procesa para
determinar sintesis de proteoglicanos (o). A los mismos tiempos, las células
adherentes se liberan de la placa de cultivo y se cuentan en un hemocitémetro
(a).
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El analisis enzimadtico y quilmico revela que las células
adherentes sintetizan acido hialurdénico (HA) y proteoglicanos que
contienen cadenas de condroitin sulfato (CS), dermatén sulfato (DS) y
heparan sulfato (HS). El 37% de la radioactividad incorporada a
macromoléculas aparece asociada con moléculas de 4&cido hialurénico,
mientras que el 63% restante de la radioactividad aparece asociada a
moléculas de proteoglicanos. De éstas, el 30% de la radiocactividad esta
presente como cadenas de glicosaminoglicanos del tipo hepardn sulfato, el
21% como cadenas de condroitin sulfato y s6lo el 13% como cadenas de
dermatdn sulfato. De estos datos se concluye que el &cido hialurénico es
la especie mas abundante en los cultivos de largo término. La existencia
de cantidades importantes de hialuronidasa en el testiculo, se pudiera

interpretar por la cantidad de sustrato presente en este tejido.

5.- Distribucién de proteoglicanos y &cido hialurénico.

Los proteoglicanos y el 4cidc hialurdnico producide por células
somdticas testiculares en condiciones de cultivo de largo término, se
encuentran distribuidos en el medio de cultivo, asociado a la membrana

celular y en la fraccién intracelular, como se indica en la Tabla 9.

A las 4B horas de cultivo, el 73% de los proteoglicanos ha
sido exportado por las células somiticas y se encuentra en el medio de
cultivo. El 17% se encuentra asociado a la membrana celular, de la cual

son liberados por tratamiento controlado con tripsina. El 10% restante se
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TABLA 9. Distribucién de proteoglicano y &cido hialurdénico producidos por

células somiticas testiculares.

Distribucidn
Proteogl icanos Acido Hialurédnico
(%)
Fraccion:
Medic de cultivo 73 60
Asociados a membrana 17 10
Intracelular 10 30

Lags mediciones se realizan luego de 12 dias de establecido| el cultivo de
largo término. El Acido hialurédnico (HA) y los proteoglicanos (PG) se
separan por cromatografia en DEAE-Sephacel. El material quel eluye como el
pico I de una columna de DEAE-Sephacel corresponde a HA mientras que el

material que eluye como los picos III y IV corresponde a PG. Los datos
son representativos de varios experimentos.
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encuentra en la fraccién intracelular, de la cual son solubilizados por
tratamiento «con un tampén de extraccidon disociativo |que contiene
guanidina 4M e inhibidores de proteasas. Por otra parte, el acido
hialurénico se encuentra principalmente en el medio de cultivo (60%), un
10% asociado a 1la membrana celular y en la fraccién intracelular se

encuentra un 30% del &cido hialurdnico sintetizado. Los proteoglicanos

presentes en el medio de cultivo participarian en la organizacioén de
una matriz extracelular competente, interactuande especificamente
con otros componentes de matriz tales como coldgeno y glicoprotelnas
(Hook et al, 1984). Por la forma como se obtiene la fraccidn asociada a
membrana, en esta fraccién también se incluyen los proteoglicanos
depositados como matriz extracelular y que son liberados por el

tratamiento con tripsina.

6.- Caracterizacién molecular de proteoglicanos sintetizados por células

somaticas testiculares en cultivo de largo término.

a) Proteoglicanos presentes en el medio de cultivo.

Los proteoglicanos presentes en el medio de |cultivo, son

separados secuencialmente por cromatografia en Sephadex| G-50 y por

cromatografia en Sepharosa CL-4B. Cuando la fraccién excluida de Sephadex
G-50, es analizada en una columna de Sepharosa CL-4B, se obtiene un

perfil de elucién en donde se distinguen dos picos principales de
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Figura 14. Analisis por filtracién en Sepharosa CL-4B y cromatografia en
DEAE-Sephacel de los proteoglicanos y &cido hialurénico sintetizados por
células somdticas testiculares y que se encuentran presentes en el medio de
cultivo. El perfil de elucidén en Sepharosa CL-4B (0-0) se muestra en A.
También se indica el perfil de elucién del material luego de tratamiento con
NaOH 0,2 N (x-x) y hialuronidasa (0-0). En B se muestra el perfil de elucién
en DEAE-Sephacel. La flecha indica la adicién de tampén de equilibrio que
contiene NaCl 0,15M.




radioactividad (Figura 14,A). El primer gran pico de radiocactividad eluye
a un Kav=0. Este material al ser tratado con condroitinasa ABC,
condroitinasa AC o con NaOH y luego recromatografiado en Sepharosa CL-4R
presenta nuevamente un Kav=0 similar al del compuesto original no
tratado. Sin embargo, este material es sensible al tratamiento con
hialuronidasa. Luego de recromatografiar, en  Sepharosa CL-4B, el
material previamente tratado con la enzima se observa una dramatica
disminucidn de la radioactividad asociada al pico que eluye a Kav=0.
Estos resultados indican que el material que eluye en esta posicién

contiene principalmente acido hialurdénico y no contiene proteoglicanos.

El segundo pico radioactivo eluye a un Kav= 0,37. El
desplazamiento de la posicién de elucidn de este material a un Kav=0,65
luego de hidrélisis alcalina, sugiere que este material corresponde a
proteoglicanos. El componente que eluye a Kav=0,65 corresponderia a las
cadenas de glicosaminoglicancs que se liberan hidroliticamente desde el

ntcleo proteico del proteoglicano.

Alternativamente, el material marcado que se encuentra presente en
el medio de cultivo, despues de ser excluldo de una columna de Sephadex
G-50, se analizd por cromatografia en DEAE-Sephacel. En estas condiciones
se obtuvo un perfil de elucidn que se caracteriza por presentar cuatro
picos prinpales (Figura 14,B). Para caracterizar 1las cadenas de
glicosaminoglicanos asociados a cada pico de radicactividad, alicuotas
de estas fracciones son sometidas a tratamientos enzimdticos y quimicos

como se describid anteriormente.
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El pico I contiene acido hialurdnico dado que es completamente
sensible a tratamiento con hialuronidasa. El pico II corresponde a
glicoproteinas de secrecidn. El pico III corresponde a un proteoglicanc
mixto que contiene cadenas de heparan sulfato y condroitin sulfato y el
pico 1V corresponde a un proteoglicanc que contiene sélo cadenas de
condroitin sulfato. Presentes en el pico que eluye de la columna de
Sepharosa CL-4B con un Kav=0,37, se encuentran los tipos de
proteoglicanos que eluyen en volumenes correspondientes a los picos II,

II1 y IV de la columna de DEAE-Sephacel.

b) Caracterizacién de los proteoglicanos asociados a la membrana celular.

Los proteoglicanos presentes en la membrana celular se
cromatografian secuencialmente en Sephadex G-50, en Sepharosa CL-4B vy
posteriormente en DEAE-Sephacel. El perfil de elucidén de la cromatografia
en Sepharosa CL-4B se caracteriza por la presencia de un pico de
radioactividad que eluye con un Kav=0, seguido por un pico ancho de
radioactividad que eluye con un Kav entre 0,4 y 0,6 (Figura 15,A). Al
igual que para el caso del material presente en el medio de cultivo, el
pico que eluye con un Kav=0, es &cido hialurdnico de acuerdo a su
sensibilidad a hialuronidasa, mientras que el pico que eluye con un Kav

de entre 0,4 y 0,6 contiene material del tipo proteoglicanc.

Cuando el material asociado a la membrana celular es sometido a

cromatografla en DEAE-Sephacel, se obtiene un perfil de elucién que se
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Figura 15. Analisis por filtracién en Sepharosa CL-4B (A) y por cromatografia
DEAE-Sephacel (B) de proteoglicanos y &cido hialurénico sintetizados por
células somaticas testiculares y que se encuentran asociados a la membrana
celular.
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caracteriza por la aparicién de cuatro picos de radioactividad, los
cuales eluyen a la misma concentracién de sal que aquellos que se
encuentran en el medio de cultivo (Figura 15 B). Las especies asociadas a
cada uno de los picos muestran la misma sensibilidad a los tratamientos
enzimaticos (hialuronidasa y condroitinasa ABC) y qulmico (&cido
nitroso), que aquellas especies que se encuentran presentes en el medio

de cultivo.

c) Caracterizacién de los proteoglicanos presentes en la fraccidn

intracelular.

Los proteoglicanos presentes en la fraccidon intracelular se
solubilizan con wuna solucidn de guanidina 4M, como se indica en
Materiales y Métodos, vy luego se cromatografian en Sephadex G-50 y en
DEAE-Sephacel. El perfil de elucién se caracteriza por la presencia del
pico I y una disminucién importante de los picos II, III y IV (Figura
16), en comparacién con los resultados obtenidos con otras fracciones
celulares. El pico I, como en los casos anteriores, corresponde a acido
hialurénico como se determina por su sensibilidad al tratamiento con

hialuronidasa.

Las células somaticas testiculares sintetizan acido
hialurénico, el cual se encuentra presente en todas las fracciones

estudiadas. También sintetizan proteoglicanos de condroitin sulfato y

82



-3)

o

x o 1

£

a | NaClL
‘c‘; (M)
< 3 = 0.6
o

> -1 0.4
}—-

2

S i —~ 0.2
20 1 0

1 0 10 20 30 40 50

NUMERO DE FRACCION

Figura 16. Anadlisis por cromatografia en DEAE-Sephacel de proteoglicanos y
dcido hialurénico sintetizados por células somidticas testiculares, que se
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proteoglicanos mixtos de hepardn y condrotin sulfato que se encuentran
fundamentalmente en el medio de cultivo y asociados a la membrana. Estas

células también sintetizan glicoprotelnas de secrecidn.

7.- Proporcidn de los proteoglicanos asociados a la membrana celular y

presentes en el medio de cultivo.

Tanto en el medio de cultivo como asociado a la membrana
celular se encuentra un proteoglicano mixto gque contiene cadenas de
heparan sulfato y cadenas de condroitin sulfato, un proteoglicano que
contiene sdlo cadenas de condroitin sulfato y Acido hialurénico. S8in
embargo, la cantidad en gue estos compuestos aparecen en ambas fracciones
no es igual. Dado que 1la distribucion de proteoglicanos y A4cido
hialurdnico en el medic de cultivo y en la fraccién asociadc a la
membrana celular es muy diferente {(ver Tabla 9), no se obtiene una
informacién adecuada al comparar la sintesis neta de cada una de las
especies en las diferentes fracciones. Por este motivo, se ha calculado
la proporcidén en que se encuentran el proteoglicano de condroitin sulfato
respecto al total de proteoglicano mixto, como también la razén en que se
encuentra el &cido higlurdnico y el proteoglicano mixto. Esto tltimo
debido a que cambios en la proporcidn en que se encuentran el 4acido
hialurénico y proteoglicanos de hepardn sulfato producen cambios
conformacionales en la fibronectina, y por lo tanto afecta la unién de

esta glicoprotelna con colageno (Del Rosso et al, 1982).
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La proporcién en gue se encuentran el 4acido hialurdnico a el
proteoglicano mixto es constante en ambas fracciones (1,6 versus 1,4
asociado a la membrana celular y en medio de cultivo, respectivamente).
Sin embargo, la razén entre el proteoglicanc de condroitin sulfato y el
proteoglicano mixto de heparan y condroitin sulfato asociados a la
membrana celular es 2 veces mayor que la razdn en que se encuentran estos
proteoglicanos en el medio de cultivo (5,0 versus 2,7, respectivamente)

(Tabla 10).

8.— Localizacién de proteoglicanos asociados a la membrana celular.

Se sabe que las células de Sertoli son altamente polarizadas, y
ya que estas células se encuentran presentes en la capa adherente,
parece importante determinar si los proteoglicanos asociados a la
membrana celular se encuentran localizados en forma homogénea en toda la
nmembrana celular, o bien se encuentran localizados ya sea en la zona
apical de la célula (aquella zona que se encuentra en contacto con el
medio de cultivo) o en la zona basolateral de la membrana (agquella =zona
que se encuentra en contacto con otras células adherentes o en contacto

con el soporte de plastico).

Para ésto, las células adherentes son sometidas a tratamientos
enzimdticos especificos, ya sea in situ o liberadas de la placa de

cultivo bajo distintas condiciocnes, y los proteoglicanos asociados a la
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TABLA 10. Proporcién de 1los tipos de proteoglicanos en las diferentes

fracciones.
Asociados a membrana celular Medio de cultivo
HA/HS-CS 1,6 1,4
CS/HS5-CS 5,0 z,7

Los experimentos se realizan a los 12 dias de cultivo.

La proporcién de proteoglicanos se calcula luego de la separacion de las
macromoléculas marcadas en las respectivas fracciones por cromatografia
en DEAE-Sephacel.

HS-CS : proteoglicano mixto que contiene cadenas de heparan sulfato y de
condroitin sulfato

Cs : proteoglicano que contiene sélo cadenas de condroitin sulfato.
HA : acido hialurdénico

Se mide la radioactividad total asociada a cada una de las especies (HA,
€S, HS-CS). A partir de estos datos se calcula la proporcién entre HA/HS-
CS y la proporcién entre CS/HS-CS.

Los datos son representativos de varios experimentos.




membrana resisitentes al tratamiento son analizados por cromatografia en

DEAE-Sephacel (Figura 1).

Cuando las células se tratan in situ, solo son sensibles al
tratamiento con condroitinasa ABC los proteoglicanos que contienen
cadenas de condroitin sulfato y que se encuentran localizados hacia el
medio de cultivo. Cuando el tratamiento se realiza luego que las células
han sido liberadas mediante tratamiento con EDTA, son sensibles a la
enzima, tanto los proteoglicanos que se encuentran en la zona apical como

en la zona basolateral.

El anAlisis de los proteoglicanos insensibles al tratamiento
enzimdtico y que son posteriormente liberados con tripsina, se realiza

por DEAE-Sephacel. Los perfiles de elucion se muestran en la figura 17.

El patrén de elucidn en DEAE-Sephacel de 1los proteoglicanos
asociados a la membrana celular, se muestra en la figura 17,A. Como se ha
indicado anteriormente, se separan cuatro picos de radiocactividad. El
pico I corresponde a acido hialurénico, el pico II a glicoprotelnas, el
pico III a un proteoglicano mixto de heparan sulfato y condroitin sulfato

y el pico IV a un proteoglicano de condroitin sulfato.

Cuando los protecglicanos asociados a 1la membrana celular
producidos por células somiticas testiculares en condiciones de cultivo
de largo término, se tratan, in situ, con condroitinasa ABC se obtiene el

perfil de elucidén en DEAE-Sephacel que se muestra en la figura 17,B. Al

comparar con la situacion A, se observa que desaparece principalmente el
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Figura 17. Cromatografia en DEAE-Sephacel de proteoglicanos producidos por
células somidticas testiculares.

A) Perfil de elucion de proteoglicanos ascociados & la membrana celular Iluego
de ser liberados por tratamiento con tripsina.

BiPerfil de elucidn de proteoglicanos asociados a la membrana luego que las
células son tratadas, in situ, con condroitinasa ABC y los proteoglicanos
remanentes liberados con tripsina.

CYPerfil de elucidn de proteoglicancs asociados a la membrana celular Iluego
que las células son liberadas desde la placa de cultivo por tratamiento con
EDTA, luego tratadas con condroitinasa ABC y los proteogliocanos remanentes
liberados con tripsina.

La flecha indica la adicién de tampdn de equilibrio que contiene NaCl 0,15M.




proteoglicano mixto de hepardn y condroitin sulfato. En esta condicién
experimental, producto del tratamiento con la enzima, la razén entre el
proteoglicanc de condroitin sulfato y el proteoglicano mixto aumenta de
5,1 (observada en A) a 16. Bajo estas condiciones, el &cide hialurénico

permanece constante.

Cuando las células adherentes se liberan previamente de la
placa de cultivo mediante un tratamiento no enzimdtico (tratamiento con
EDTA) y luego se tratan con condroitinasa ABC, se observa que desaparecen
tanto el proteoglicano mixto como el proteoglicano de condroitin sulfato
(Figura 17,C). Al igual que en la situacidén anterior, el Acido
hialurénico no se ve afectado. La liberacidén de las células por EDIA,
seguido por tratamiento controlado con tripsina, no modifica el patrén de

elucidon en DEAE-Sephacel, el cual es igual al no tratade (A).

Estos resultados sugieren que los proteoglicanos asociados a la
membrana celular no estdn distribuidos homogéneamente, sino que tienen
una localizacidén preferencial. El proteoglicano mixto se encuentra
ubicado hacia el medio de cultivo y esto le impide interactuar en uniones
del tipo célula-célula o célula-matriz. El proteoglicano de condroitin
sulfato esta interactuando en uniones célula-célula o célula-matriz,
cuando las células estdn organizadas en la capa adherente de los cultivos

de largo término.
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9.- Estudios de adhesién de células germinales a capa adherente de

células somdticas en cultivo de largo término.

Con el objeto de estudiar la capacidad de estromas funcionales
de cultivos de largo término, para unir preferencialmente {attachment)
células germinales, se realizan una serie de experimentos de adhesidn.
Las células germinales fueron separadas por gradiente de BSA, y las
diferentes fracciones celulares obtenidas segin se indica en Materiales y
Métodos, fueron marcadas con 51Cr para los estudios de adhesiédn.

las diferentes fracciones celulares separadas no muestran
capacidad de adhesioén a soportes pladsticos ni a soportes plasticos
recubiertos con BSA. Sin embargo, s6lo la fraccién enriquecida en
espermatocitos en paquiteno (Figura 18), se adhieren a la capa adherente
de cultivos de largo término. Esto indica, que receptores o ligandos
adhesivos presentes en las células germinales, reconocen en el estroma su
contraparte adhesiva. Esta adhesion, no’ corresponde a un mero depésito o
asociacién débil entre las células germinales y las células de estroma,
puesto que 1la adhesion es resistenete a lavados con soluciones salinas
fisioldgicas y sbélo es destruida por tratamiento con solucién de tripsina
a 37°C. 5e realizaron controles con células sanguineas aisladas
(fundamentalmente globulos rojos) marcados con Slcr mostrando gque tampoco

se adhieren a la capa adherente de cultivos de largo término, sugiriendo

que mecanismos especificos de adhesién estdn involucrados en la

g0
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Figura 18. Morfologla de células germinales. Las células germinales son
separadas por gradiente en BSA. Las microfotografias corresponden a las
células presentes en la fraccidn enriquecida en espermatocitos paquitenos, la
cual se utiliza en los estudios de adhesidén. Las celulas se tifiefi con May-

Grunwald Giemsa (x 400).
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interacciéon entre los espermatocitos en paquiteno y el estroma

testicular.

La participacién de los proteoglicanos asociados a la membrana
celular en los mecanismos de adhesién, se estudid en cultivos de largo
término, en los cuales se alter6 la presentacién de estas moléculas en la
membrana celular por tratamiento con condroitinasa ABC (Tabla 11). En
cultivos no fratados, proporcién de los proteoglicanos CS/HS-CS es igual
a 5,1 y se adhiere el 18,5% de las células germinales agregadas (adhesidn
relativa = 1,0). Si la monocapa es tratada con condroitinasa ABC, se
observa que la adhesién relativa aumenta a 1,3 mientras que la razodn
entre los proteoglicanos aumenta a 15,7. Puesto que, la condroitinasa ABC
hidroliza las cadenas de condroitin sulfato presentes en el proteoglicano
mixto y que se encuentra expuesto hacia el medio de cultivo (Figura
17,B), podemos deducir que son las cadenas de heparan sulfato de este
proteoglicano o el nticleo proteico son quienes estan comprometidos en el
reconocimiento y adhesién de las células germinales, mientras que las

cadenas de condroitin sulfato dificultarian dicha interaccién.

Esta conclusién, es apoyada por la observacion de que la
adicién de condroitin sulfato a monocapas de células adherentes,
previamente tratadas con condroitinasa ABC, produce una disminucidn en la
adhesién de las células germinales. En estas condiciones, la adhesion

celular es similar al obtenido con cultivos no tratados (1,0).
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TABLA 11. Correlacién entre la adhesién de células germinales a monocapa
de cultivos de largo término y la eliminacién selectiva de

proteoglicano mixto.

Estroma Adhesidén CS HS5-CS CS
relativa HS-CS 6
(cpm/10~ células)

No tratado 1,0 5,1 17.250 88.150

Tratado con
Condroitinasa ABC i,3 15,7 5.500 86.600

Condroitinasa ABC + C5 1,0 15,7 5.500 86.600

Luego de tratar el estroma con condroitinasa ABC se analizan los
proteoglicanos remanentes asociados a membrana por cromatografia en
DEAE-Sephacel.

Los experimentos de adhesién se realizan en presencia o ausencia de
condroitin sulfato (CS) (0,5 mg/ml). Al porcentaje de adhesidén obtenido
con el estroma intacto (18,5%) se le asigna un valor de adhesidn relativa

igual a 1.
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Los resultados permiten concluir que las células somaticas
testiculares en cultivos de largo término, producen diferentes
componentes de matriz extracelular, que se distribuyen tanto en el medio
de cultivo como asociados a la membrana celular. Los proteoglicanos
asociados a la membrana celular, participarian en mecanismos de adhesioén

de las células germinales a las células de estroma.
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D. DESARROLLO SEXUAL DE TIA RATA Y SU IMPACTO EN LA GENESIS DE UN
MICROAMBIENTE ESPERMATOGENICO.

{

i Si el microambiente testicular produce los estimulos necesarios
para Ela adhesién, proliferacién y eventualmente diferenciacién de las
célulés germinales, este microambiente no debe ser constante sino variar
duranée los estadios criticos del desarrollo sexual del animal. Con el
objeto de comprobar esta hipdtesis se estudian las caracteristicas del
microambiente durante dos etapas del desarrollo sexual del animal. Este
estudio se realizd a nivel de los componentes celulares del
microambiente, los factores producidos por las células somiticas y los
componentes de la matriz extracelular. Para ésto se utilizaron cultivos
de céﬁulas testiculares provenientes de ratas inmaduras y ratas plberes.
En lé tabla 12, se resumen algunas de las principales caracteristicas
diferénciales de los animales en estos dos estados de desarrollo.

|

j

I

|

1.- Caracterlsticas edad-dependientes de las células somaticas

testiculares en cultivos de largo término.

a.—- Proliferacién celular.

, Los cultivos de largo término provenientes tanto de testiculos

|
de ratas inmaduras como plberes, generan una capa de células adherentes

i
i
El
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TABLA 12. Caracteristicas diferenciales en la funcidén testicular de ratas

inmaduras y pfiberes.

Ratas

Inmaduras Puberes
Edad (dias) 18-20 40-45
Peso {gr) 40 120
Peso testiculo (mg) 106 670
Estercides (ng/testiculo) 5 190
Testosterona (ng/testiculo) 0,8 5,4
Células de Leydig/testiculo(10-6) 2 18
ABPx {ul eq) 60 130
Espermatogénesis No S5i

Datos tomados de Tapanainen et al,1984.
* Dato obtenido de Rich et &1, 1983.

1
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heterogénea. No se observan diferencias importantes en las
caracteristicas wmorfoldgicas de las células presentes en la capa
adherente, observaAndose células de Sertoli, células de Leydig y células
peritubulares de morfologla similar & las ya descritas en la figura 5.
Estas células proliferan activamente hasta los 12 y 8 dias en ratas
inmaduras y puberes, respectivamente. Luego de esta etapa se observa, en
ambos casos, una etapa de reposo proliferativo donde se alcanza 1la

confluencia (Figura 19).

El nimero de células adherentes con el gue se alcanza la
confluencia es dos veces mayor en los cultivos provenientes de ratas
inmaduras que en aquellos provenientes de ratas piberes. En ambos casos, el
tiempo calculado de duplicacién promedio de la poblacién celular es de

alrededor de 4B horas.

Las diferencias observadas pueden ser consecuencia de 1la
composicién celular obtenidas en ambos cultivos, producto de la composicidn

celular diferencial que tienen los testiculos a las dos edades estudiadas.

b.- Sintesis de ABP y testosterona.

No stlo se observan diferencias en la proliferacién celular en
los cultivos provenientes de ratas en las dos edades, sino también en la

sintesis de factores difusibles, tales como ABP y testosterona.
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Figura 19. Curva de crecimiento de las células adherentes de cultivos de
largo término provenientes de ratas inmaduras (8) y puberes (o). En ambos
casos se siembran 3,4 x105 células testiculares por botella. A los tiempos
sefialados, las celulas de la capa adherente se liberan y se cuentan en el
hemocitdmetro.
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Las células de Sertoli presentes en los cultivos de 1largo
téermino provenientes de ratas inmaduras y piberes sintetizan ABP. Como se
observa en la Tabla 13, las células provenientes de ratas ptiberes
producen dos veces mas ABP que las células provenientes de ratas
inmaduras (0,144 versus 0,285 pmoles, respectivamente). De manera
similar, 1las células de Leydig presentes en ambos tipos de cultivos,
producen y liberan testosterona al medio de cultivo. Los cultivos de
largo término provenientes de ratas plberes sintetizan 5 veces mas

testosterona que aquellas provenientes de ratas inmaduras.

Los cambios en la sintesis de ABP y testosterona por las
células somdticas testiculares, se corresponde con datos obtenidos in
vivo o en cultivos de fenotipos aislados (Tapapainen et al,1984; Rich et

al, 1983).

2.- Generacién de componentes de matriz extracelular por células
somdticas testiculares en cultivos de largo término

r

i

2.1.- Sintesis y distribucidén de coligeno.

Los resultados que se presentan en la Tabla 14,A muestran que
las células somdticas en cultivos de largo término provenientes de ratas

inmadurhs sintetizan un 40% mas coldgeno que aquellas provenientes de
ratas Ep&beres. Las moleculas de coldgeno recién sintetizadas se

i

encuentran distribuidas tanto en el medio de cultivo como en la fraccioén
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TABLA 13. Sintesis de ABP y testosterona por células somaticas testiculares

en cultivos de largo término.

: ARP Testosterona
6 6
(pmoles/10 celulasx48 hrs) (pg/10 célulasx3 hrs)
H
Ratas Inmaduras 0,144 460
Ratas Puberes 0,285 2.400

los cultivos de largo término se establecen como se indica en Materiales y
Métodos, a partir de testiculos de ratas inmaduras y de ratas phberes. Las
mediciones se realizan luego de 12 dlas de establecido el cultivo.

Sintesis de ABP: El medio de cultivo de largo término se reemplaza por Medio
199 1libre de suero. Luego de 48 horas de incubacién se determina la
produccién de ABP en una allicuota del medio, como se indica en Materiales y
Métodos.

Sintesis de testosterona: El medio de cultivo de largo término se reemplaza
por Medio 199 libre de suero. Luego de incubar por 3 horas en presencia de 2
Ul/ml de hCG, se determina la sintesis de testosterona por RIA, como se
indicé en Materiales y Metodos. Los datos son representativos de varios
experimentos.
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celular. Tanto en las ratas inmaduras como en las ratas plberes alrededor
del 67% del colageno es exportado y se encuentra en el medio de cultivo.

El resto se encuentra intracelularmente.

No sélo 1la cantidad de colageno es diferente en ambos tipos de
rata, sino que también la relacién entre estas moléculas y las protelnas
totales sintetizadas. Asi, tanto en el medio de cultivo como en la
fraccién celular esta relacién disminuye significativamente en la
transicién del estado inmaduro a pliber. En esta transicién, la relacién
de colageno respecto proteinas totales expresada como porcentaje de
colageno, disminuye alrededor de un 60X en el medio de cultivo (16,4% a
7,0%), mientras que en la fraccién celular, la disminucién es mas

pronunciado, correspondiendo a cerca de un 90% (33,3% a 4,3%).

La tabla 14,B muestra que las células somdticas testiculares
provenientes de ratas puberes sintetizan tres veces mas proteinas no
colagenosas que las células de ratas inmaduras. La distribucidén de estas
proteinas es también dependiente de la edad. Mientras en las ratas
inmaduras un 85% de las protelnas no colagenasos se encuentran en el
medio de cultivo, en las ratas piberes sdlo un 50% de estas protelnas se

encuentran presentes en el medio de cultivo.

2.2.—§Caracterizacibn y distribucion de tipos de procolagenos.

. _ Tanto las ratas inmaduras como las ratas puberes sintetizan

procoldgenos tipos I y III. En ambos animales el prococldgeno tipo I se
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TABLA 14. Sintesis y distribucidén de coldgeno y proteinas no colageno

producido por células somAticas testiculares provenientes de ra-

tas inmaduras y puberes.

A.

Ratas inpmaduras

Sintesis de colageno+

(cpm/106 células)

Ratas pliberes

Total 16.910 = 450 12.440 = 1.100

Medio de cultivo 11.310 = 1.080 8.420 £ 780

Fraccidn celular 5,600 £ 1.530 4,020 £ 320
B. Protelnas no colagenosas#

Ratas Inmaduras

. 6
(cpm/10 células)

Ratas Puberes

Total

Medio de cultivo

Fraccidn celular

70.610

60.650

10.050

1+

2.980 214,390
3.940 107.660
1.890 106.740

+ 6.690

+ 5.850

* 4,200

Las determinaciones se realizan a los
La sintesis de coladgeno y protelnas no colagenosas se realiza

en Materiales y Métodos.

12 dlas cultivo.

como se indica

+ Cada wvalor representa las cpm de prolina tritiada incorporada en el
Los datos representan el promedio * desviacion

material colagenasa sensible.
estandar de tres experimentos.

# Cada valor representa las cpm de prolina tritiada incorporada en material

no sensible al tratamiento con colagenasa.

* desviacién esténdar de 3 experimentos.

Los datos representan el promedio




distribuye tanto en el medio de cultivo como en la fraccién celular,
mientras que el procoldgeno tipo III solo estd presente en el medio de
cultivo. El 50% del total del procoldgeno tipo I sintetizado por las
células provenientes de ratas inmaduras se encuentra presente en el medio
de cultivo, mnientras que en los cultivos provenientes de ratas ptlberes

este tipo representa s¢lo un 33% (Tabla 15).

Cambios en la cantidad extracelular de procoldgeno tipo III
puede tener significado fisioldgico, ya que la razdn entre los coldgenos
tipos III y I parece ser importante en definir la arquitectura del tejido

y sus propiedades mecénicas (Miskulin et al, 1986).

1a proporcidn en gque se encuentran los procolageno tipo III vy
procolégeno tipo I en el medio de cultivo, es dependiente de la edad del
animal. Asl, mientras en cultivos provenientes de ratas inmaduras la
razén entre los procoldgenos presentes en el medio es de 5,7, en los

cultivos provenientes de ratas pluberes esta razdén disminuye a 1,7.

1a estrecha asociacién gque se establece entre el colageno III y
el coldgeno I, se piensa que juega un rol importante en definir la
arquitectura tisular (Miskulin et al, 1986), de ahl la importancia en los

cambios detectados en la razén procoldgenos III/I, durante la transicion

del estado inmaduro a plber.




TABLA 15. Tipos de procoligenos producidos por células somaticas testiculares

provenientes de ratas inmaduras y pliberes.

Procolageno I Procol4geno III Procolageno III/I

{cpm/botella)
Ratas Inmaduras
Medio de cultivo 2.130 = 160 12.080 = B70 5,7
Fraccidn celular 2.076 £ 150 0
Ratas Pdberes
Medio de cultive - 6.840 = 640 11.660 * 1.070 1.7
Fraccién celular 13.580 = 140 0

Los procoldgenos se separan por cromatografia en DEAE-celulosa como se
describe en Materiales y Métodos. La radiocactividad representa las
cpm/botella de cultivo de material sensible a colagenasa. Los datos se
presentan como el promedio % desviacién estandar de 3 experimentos.
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2.3.- Sintesis y distribucién edad-dependiente de proteoglicanos.

Al comparar la sintesis de proteoglicanos producidas por las
células testiculares provenientes tanto de ratas inmaduras como de ratas
ptiberes, se observa en ambos casos una activa sintesis de estas
moléculas. La sintesis total de estas macromcléculas es mayor en los
cultivos de células que provienen de ratas inmaduras que en aquellos
cultivos que provienen de ratas puberes (Tabla 16). Ambos tipos de
cultivos sintetizan Acido hialurdnico como también proteoglicanos que
contienen cadenas de heparadn sulfato, condroitin sulfato y dermatan
sulfato. La cantidad de Acido hialurdnico, expresada como porcentalje
respecto del total de proteoglicanos es también dependiente de la edad
del animal. As!, mientras en cultivos de células provenientes de ratas
iﬁmaduras el Acido hialurdnico representa un 37% del total de 1los
proteoglicanos, en cultivos de células de animales plberes este
porcentaje es sblo de un 14%. El contenido de condroitin sulfato también
es diferente en ambos animales y aumenta desde un 21% en cultivos
provenientes de ratas inmaduras a un 41X en cultivos de ratas puberes.
Sin embargo, el porcentaje de dermatan sulfato y de heparan sulfato es
independiente de la edad del animal, manteniéndose constante en ambos

tipos de cultivos (Tabla 16).

La distribucion celular de 1los proteoglicanos y el acido
hialurénico sintetizados por células somiticas testiculares en cultivos
de largo término, es claramente diferente en cultivos de células

provenientes de ratas inmaduras y puberes (Tabla 17).
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TABLA 16. Sintesis y composicién de proteoglicanos producidos por células
somaticas en cultivo de largo término provenientes de testiculos

de ratas inmaduras y puberes.

Ratas Inmaduras Ratas Puberes
Sintesis de proteoglicanos* 163.200 * 30.100 82.700 + 25.800
{cpm/1056 células)
Acido Hialurdnico ** 37,0 £ 2,6 14,0 £ 4,5
Condroitin Sulfato *x* 21,0 £ 1,7 41,0 £ 4,0
Dermatan Sulfato ** 13,0 £ 3,0 11,0 £ 3,0
Hepardn Sulfato ** 30,0 + 0,7 35,0 £ 3,0
* Representa los proteoglicanos presentes en el medio de cultivo y

asociados a la fraccioén celular.

*k Porcentaje de los tipos de glicosaminoglicanos respecto a 1la cantidad
total de proteoglicanos sintetizados. Las mediciones se realizan a los 12
dias de cultivo y los valores corresponden al promedio * desviacién estandar
de 3 experimentos.
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TABLA 17. Distribucién de proteoglicano y acide hialurdnico producidos por

células somiticas testiculares.

Acido Hialurdnico Proteoglicanos
Ratas Inmadura Puber Inmadura Puber
(%) (%)
Fraccidon:
Medio de cultivo 60 25 73 62
Asociados a membrana 10 23 17 38
Intracelular 30 52 10 0

El 4cido hialurénico (HA) y los proteoglicanos (PG) se separan por
cromatografia en DEAE-Sephacel. El material que eluye como el pico I de una
columna de DEAE-Sephacel corresponde a HA mientras que el material que eluye
como los picos III y IV corresponde a PG. Los datos son representativos de
varios experimentos.
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Es notable la ausencia intracelular de proteoglicanos en ratas
phberes, lo gque indicarla un rapido transporte de estos compuestos a la

membrana celular y al medio de cultivo.

Aunque en ambos tipos de cultivos las especies sintetizadas son
las mismas, aparecen importantes diferencias cuantitativas. Significativo
es la notable disminucién del Acido hialurénico y el cambio en el patrén
de distribucién celular en las ratas inmaduras y puberes. Otro hecho
importante es el aumento de proteoglicanos que contienen cadenas de
condroitin sulfato en las ratas piiberes, aunque se mantiene el patrén de

distribucién en los dos tipos de cultivos.

2.4.- Caracteristicas edad-dependiente de los tipos de proteoglicanos Yy

la proporcién en que se encuentran.

Los proteoglicanos asociados a cada una de las fracciones
celulares descritas fueron sometidos a andlisis cromatografico, por
filtracién en gel y por cromatografia de intercambio idnico. ﬁn todos los
casos, por cromatografia de intercambio iénico del material proveniente
tanto de ratas inmaduras como puberes, ¥y ulterior andlisis enzimaticos
se separan cuatro especies diferentes, gue corresponden a Acido
hialurénico, glicoproteinas, un proteoglicano mixto que contiene cadenas
de heparan sulfato y condroitin sulfato, y un proteoglicano que contiene

sbdlo cadenas de condroitin sulfato. (Figuras 20, 21 y 22).
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Figura 20. Sintesis de proteoglicanos y 4&cido hialurénico por células
somdticas testiculares: Resultados obtenidos en el medioc de cultivo. Se
nuestran los perfiles de elucién en Sepharosa CL-4B (*-*) de ratas inmaduras
(A) y plberes (B). En A también se muestran los perfiles de elucién del
material previamente tratado con NaOH 0,2 N (x-x) y hialuronidasa (o-0). Los
perfiles de elucién en DEAE-Sephacel de ratas inmaduras y piuberes se muestran
en C y D, respectivamente. La flecha indica la adicién de tampon de
equilibrio que contiene NaCl 0,15M.
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Figura 21. Sintesis de proteoglicanos y 4&cido hialurdnico por células
somaticas testiculares: Resultados obtenidos con la fraccidn asociada a la
membrana celular. Se muestran los perfiles de elucién en Sepharosa CL-4B de

ratas inmaduras (A) y pliberes (B); y los perfiles en DEAE-Sephacel de ratas
inmaduras (C) y puberes (D).

110




NaCl

(M}
0.6
0.4
3 0.2
o
< 0
E
o
[ &]
= B
(=]
> I
E 5
2 l NaCl
o (M}
2 3L 0.6
r 1l /
0.4
L 0.2
0 J 1 0

10 20 30 40 50
NUMERC DE FRACCION

Figura 22. Sintesis de proteoglicanos y a&cido hialurdénico por ceélulas
Resultados obtenidos en la fraccidn intracelular. Se

somaticas testiculares:

muestran los perfiles de elucidén en DEAE-Sephacel de ratas inmaduras

plberes (B).
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Estos datos muestran gque los tipos de proteoglicanos
sintetizados por las ceélulas somdticas provenientes de ratas inmaduras y
ptberes son similares, no observdndose diferencias cualitativas
importantes entre ellos. Sin embargo, el contenido de los proteoglicanos
en ambos grupos de animales, en el medio de cultivo, la proporcién entre
el proteoglicano de condroitin sulfato y el proteoglicano mixto en las
ratas inmaduras es tres veces mayor gue en las ratas puberes. En cambio,
en la fraccién asociada a la membrana celular, esta razén es 1,5 veces
mayor en los cultivos provenientes de ratas puberes que en aguellos

provenientes de ratas inmaduras (Tabla 18).

La diferencia observada se debe principalmente a
variaciones en 1la cantidad del proteoglicano mixto, puesto que la
sintesis del proteoglicano de condroitin sulfato se mantiene constante.
Asi, la disminucién de la razén de entre proteoglicanos en el medio de
cultivo se debe a un aumento de la cantidad de proteoglicano mixto
exportado hacia esa fraccidén. La razén entre &cido hialurdnico y el
proteoglicano mixto, que como lo hemos mencionado es un importante

indicador de adhesién celular, también varla con la edad de la rata.

En la Tabla 1%, se presenta un resumen con las principales
diferencias observadas en los cultivos de células testiculares

provenientes de ratas inmaduras y puberes.
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TABLA 18. Proporcién de los tipos de proteoglicanos sintetizados por células

somaticas testiculares.

Medio de cultivo Asociado a membrana celular

Ratas Inmaduras Ratas Puberes Ratas Inmaduras Ratas Puberes

CS/HS-CS 2,7 0,9 5,0 1,5

HA/HS-CS 1,4 0,5 1,6 3,6

La proporcién de proteoglicanos se calcula luego de la separacién de las
macromoléculas marcadas en las respectivas fracciones por cromatografia en
DEAE-Sephacel.

HS-CS : proteoglicano que contiene tanto cadenas de heparan sulfato como de
condroitin sulfato

Cs : proteoglicano que contiene solo cadenas de condroitin sulfato.

HA : 4cido hialurédnico
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TABLA 19. Resumen de las caracteristicas de los cultivos de largo término de

células testiculares provenientes de ratas inmaduras y puberes.

Ratas Inmaduras Ratas Plberes
Capa células Adherentes Heterogénea Heterogénea
Nimero de células/cm? 7,8 x 164 2,7 x 104
en confluencia
ABP (pmoles/10° c&lulas) 0,144 0,285
Testosterona (pg/lﬂ6 células) 460 2.400
Sintesis de colageno (cpm/10° cel.) 16.910 - 12.440
Tipos de coldgeno I, 11l I, I11
Procolageno III/I 5,7 1,7
Sintesis de PG (cpm/10% células) 163.200 92.700
Tipos de Proteoglicanos HA,CS,HS-CS HA,CS,HS-CS
medio de cultivo 1,4 0,5
HA/HS-CS
asoc. a membrana 1,6 3,6
medio de cultivo 2,7 9,9
CS/HS-CS
ascc. a membrana 5,0 7,5

PG: Proteoglicano. HA: Acido hialurdnico; C5: proteoglicano de condroitin
sulfato, H5-CS: proteoglicano mixto de heparan y condroitin sulfato.
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DISCUSION

Los hallazgos mas relevantes obtenidos en esta tesis se pueden

resumir de la siguiente manera:

a. Las células somiticas testiculares sintetizan activamente colégeno y
proteoglicanos.

b. La sintesis de proteoglicanos es dependiente de las interacciones
celulares, como puede apreciarse en los cultivos mixtos de células de
Sertoli y células intersticiales.

c. Es posible cultivar las células testiculares en condiciones de largo
término. En estas condiciones se observa proliferacién de la células
somiticas y células germinales. Las células somdticas se organizan
formando estructuras caractéristicas, sintetizan ABP y testosterona ¥y
componentes de matriz extracelular.

d. Los proteoglicanos asociados a la membrana de las células de Sertoli
no se encuentran distribuidos homogeneamente en ella, sino en forma
porlarizada.

e. La sintesis de componentes de matriz extracelular no es constante
durante el desarrollo sino que varfa dependiendo del estado de maduracidn

sexual del animal.

En base a estos hallazgos, y otros datos tomados de la
literatura, es que en esta tesis se plantea la existencia de un
microambiente espermatogénico con 1rol en la proliferacién y

diferenciacién de la célula germinal.
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1. Marco conceptual de un microambiente testicular.

Durante el proceso espermatogénico, tanto la maduracién de las
células germinales como su transito desde la zona basal a la 2ona
adluminal del tabulo seminifero, ocurren en estrecho contacto con las
c&lulas de Sertoli. Estos hechos, junto a la evidencia que la regulacién
que testosterona y FSH, (las principales hormonas que regulan la
espermatogénesis) no actGan directamente sobre las cé€lulas germinales,
sino que ejercen su accién a través de las células de Sertoli (Grootegoed
et al, 1989), sugiere que la mayoria de las etapas y procesos propios de
la diferenciacién de la célula germinal ocurren en estrecho contacto con

las células de Sertoli (Wright et al, 1989).

No obstante, es importante tener presente las diversas evidencias
que indican que en el testiculo no s6lo se establecen las relaciones
funcionales descritas, sino ademéé, los diferentes fenotipos celulares
interactian, ya sea mediante una interaccién directa célula-célula o a
través de factores difusibles, afecténdose mutuamente en la capacidad

funcional de cada una de ellas (Mather, 13984).

la dependencia de las células de Sertoli respecto de la
funcionalidad de las células de Leydig es un hecho bien establecido, gque
se ha confirmado por la evidencia que la inhibicién en la produccitn de
testosterona genera una disfuncién de las células de Sertoli. La
influencia reciproca entre estos tipos celulares aumenta

significativamente si cocultivos de ambos tipos celulares se establecen
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Por otro 1lado, el patrén biosintético de componentes de matriz
extracelular producidos por las células de Sertoli y por las células
intersticiales cambia cuando estas células se encuentran en cultivos
mixtos (ver Tabla 3). Estos cambio en la composicién de la matriz
extracelular, deberian afectar la estructura, funcién e interaccién que

las células de Sertoli establecen con las células germinales.

Por las razones expuestas, propongo que ademds de las células de
Sertoli, otras c&lulas somdticas testiculares, como células
peritubulares, células de ILeydig ¥y fibroblastos, Junto a factores
secretados por estas células (testosterona, ABP, transferrina) vy
componentes de matriz extracelular participen en la regulacién de la
proliferacién y diferenciaci6n de las células germinales. A este conjunto
celular y de macromoléculas denomino microambiente. En este microambiente
deben establecerse intergcciones entre los distintos fenotipos
testiculares, ya sea del tipo célula-célula o dependientes de factores
solubles. Estas interacciones celulares, junto con las gue se establecen
entre las células y la matriz extracelular debe ejercer influencia tanto
en la morfologia como en la funcién celular. En este sentido, se debiera
esperar que el establecimiento de estas interacciones provoque cambios
importantes en la sintesis y secreci6n de hormonas y proteinas de
exportacién, como en la sintesis de componentes de matriz extracelular.
Una representacién esquemitica del microambiente se muestra en la figura
23. La proposicién de la existencia de un microambiente espermatogénico,

no significa menoscabar la participacién de las células de Sertoli en la
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Figura 23. Representacion esquemitica del microambiente espermatogénico. Las
flechas indican interacciones, ya sea del tipo célula—célula, mediadas por
factores solubles o interacciones del tipo célula-matriz extracelular.
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espermatogénesis. Asi, el efecto regulatorio elercido por los componentes
celulares, los compuestos solubles o de matriz extracelular sobre la
proliferacién y diferenciacién de las células germinales ocurre a través
de las células de Sertoli. No existen evidencias que alguno de los otros

fenotipos sométicos actiuen directamente sobre las células germinales.

Dado que, como se ha seffalado, la matriz extracelular modula la
funcién y morfologia de las células de Sertoli, la interaccién entre
estas células y las células germinales dependerd de la composicidén y
organizacién de la matriz extracelular con la cual se encuentran
interaccionando. Estos cambios morfolégicos y funcionales modificaran,
finalmente, el tipo de informacidn transmitida a la célula germinal en
diferenciacién. De ser asf, la composicién de este microambiente deberia
ser dependiente o consecuencia del estado de desarrollo sexual del

animal.

2. Basqueda de un modelo para estudiar las caracteristicas del

microambiente.

Para estudiar esta proposicién de microambiente, en esta tesis
se utilizé un sistema de cultivo de largo término en el que coexisten
todos los fenotipos testiculares. Los resultados presentados demuestran
que en este sistema de cultivo, las células testiculares, Jjunto con
proliferar y mantener sus propiedades funcionales, se organizan de una
manera gque no es azarosa sino especifica, probablemente debido a las

interacciones celulares que se establecen.
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las células somiticas se adhieren a la placa de cultivo, vy esta
capa adherente se organiza formando estructuras del tipo nédulo, como
aquellas que se muestran en la figura 6. Las cé&lulas de Sertoli forman
este tipo de estructura cuando se establecen interacciopes con otros
fenotipos de estroma o bien cuando interaccionan con una matriz
extracelular preformada, comoc se observa en cocultivos de células de
Sertoli y peritubulares (Tung and Fritz 1886), y en cocultivos de células
de Sertoli y células de Leydig sobre una matriz extracelular (Saez et al,

1989).

En este sistema de estudio, las células somsticas no s6lo
proliferan y se organizan sino que también mantienen su funcionalidad. Es
as{ como las células de Sertoli presentes en la capa adherente sintetizan
y liberan ABP al medio de cultivo. Es importante hacer notar que 1la
cantidad secretada permanece relativamente constante hasta
aproximadamente los 20 dfas de cultivo, a diferencia de lo que ocurre en
cultivos de células de Sertoli aisladas donde se observa una importante
disminucién de la produccién de ABP, en funcién del tiempo de cultivo
(Rich et a1,1983). Esta diferencia entre los cultivos de células de
Sertoli y cultivo de largo término sugiere la existencia de interacciones
celulares en los cultivos de largo término, y que éstas son importantes
en la regulacién de la sintesis de ABP. Esta observacién es consistente
con datos previos de la literatura que indican que la produccién de esta
proteina permanece constante cuando se cocultivan células de Sertoli con

células peritubulares (Tung and Fritz, 1980).
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3. Génesis de matriz extracelular por células somiticas.

Las células somdticas testiculares en cultivos de largo término,
sintetizan activamente coldgenos tipo I y III (Rodriguez et al,1990),
comc también Acido hialurénico, una especie de proteoglicano de
condroitin sulfato y una especie de proteoglicano gue contiene cadenas de
condroitin sulfato y heparan sulfato presumiblemente unidas a un mismo

nicleo proteico (Rodriguez and Minguell, 1989,b).

La matriz extracelular ejerce un efecto importante sobre la
morfologia, migracién, proliferacién y diferenciacitn celular. En el.
modelo del testiculo, estudios realizados utilizando cultivos celulares
han demostrado que la matriz ejerce un efecto directo sobre la morfologfa
de las células de Sertoli lo que resulta fundamental para una apropiada
interaccién de éstas con las células germinales (Tung and Fritz, 1984).
Al cultivar células de Sertoli sobre una matriz extracelular, é&stas
forman monocapas polarizadas con una morfologfa muy similar a la
observada in wvivo, y también pueden formar estructuras similar a un
tubulo (“cords"), lo cual no ocurre si el cultivo se realiza sobre

pléstico (Hadley et al, 1985).

Pero 1la matriz extracelular tiene también otras funciones,
entre las cuales resulta importante la capacidad que tiene de unir
factores de crecimiento. Los proteoglicanos, que forman parte de 1la
matriz extracelular, pueden unir factores de crecimiento, de esta manera

los concentran para luego presentarlos, en su conformacién apropiada, a
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la célula blanco, como ha sido reportado para el caso de fibroblastos y

células de estroma hematopoyéticas {Fransson,1987; Roberts et al,1988).

En los procesos de proliferacién, diferenciacién y migracién
celular, no sé6lo son importantes los componentes de matriz extracelular
como tal, sino también aguellos que se encuentran asociados a la membrana
celular, ya que permiten el establecimiento de interacciones célula-
matriz extracelular depositada o bien de interacciones con otras células
(Minguell and Tavassoli, 1989). Es posible visualizar la matriz
extracelular, entonces, como una proyeccién de las células hacia el
medio, donde las moléculas asociadas a la membrana interaccionan tanto
con el citoesqueleto como con las moléculas depositadas
extracelularmente. Asf, cualquier cambio en la composicifén o estructura
de 1la matriz extracelular serd transmitido hacia la célula, con efecto en
su morfologia y/o funcién. De esta forma se establece una relacién

dinédmica entre las células y la matriz extracelular.

Fn este contexto es importante destacar que los proteoglicanos
asociados & la membrana celular de las células de Sertoli no se
encuentran localizados homogéneamente en la superficie celular sino
ocupando zonas preferentes, esto es se encuentran polarizades. La
localizacién heterogénea de estos compuestos significa que en las
condiciones de cultivo utilizadas, 1las células de Sertcli se polarizan,
al menos parcialmente, proceso que probablemente se deba al
establecimiento de una matriz extracelular producida en forma cooperativa

por los diferentes fenotipos presentes en el cultivo. Es posible por
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tanto, especular respecto al rol que pudieran tener los proteoglicanos
de acuerdo a su localizacién en la membrana. La localizacién basolateral
del proteoglicano de condroitin sulfato sugiere que esta macromolécula
estd implicada en la Iinteraccién de las células de Sertoli con la matriz
extracelular depositada o en el contacto con las células vecinas. Por
otro lado, si bien los datos de adhesién de células germinales no perten
determinar el mecanismo exacto implicado en este proceso, sugieren
fuertemente la participacién del proteoglicano mixto asociado a la
membrana celular en diche proceso. Un mecanismo posible es mediante 1la
unién de las cadenas de heparédn sulfato a sitios especificos en la célula
germinal. Otra explicacién posible para este proceso es que sea el niicleo
proteico del proteoglicano quien esté involucrado en la adhesitn. Ambas
alternativas explicarfan enl efecto inhibitorio que producen las cadenas
de condroitin sulfato, y la necesidad de su remocién. También se puede
pensar que la adhesién no ocurra a través del proteoglicano, sino a
traves de otra molécula asociada a la membrana celular y la presencia del
proteoglicano mixto s6lo interferirfa en dicha uni6n. Esta ualtima

alternativa le asigna al proteoglicano mixto s6lo un rol pasivo.

Ia observacién que la cantidad de proteoglicano mixto asociado
varfa durante la transicién de animal inmaduro a piber y los datos
obtenidos recientemente {(raz6n por la cual no se incluyen), que Iindican
que las células germinales no se adhieren a las células de estroma
provenientes de vatas plberes, debido a la menor cantidad de

proteoglicano mixto encontrada en estas células, hace suponer que estas




macromolécula no poseen un rol pasivo en este proceso.

la definicién de apical en estos experimentos, estd dada por 1la
accesibilidad que tiene la enzima, por lo tanto es posible que in vivo,
el proteoglicano mixto no se encuentre s6lo en la parte apical sino
también en la zona basolateral (que en las condiciones del cultivo aqui
utilizadas, también podria ser accesible a la enzima). Tampoco es
descartable, y existen evidencias en otros sistemas, que el proteoglicano
mixto pueda migrar a través de la membrana desde la zona basolateral a
la =zona apical ({Bernfield and Sanderson, 1990), Y de esta manera
participar en la interaccién con la célula germinal durante su trénsito
desde la posicién basal a la posicién adluminal del tfbulo; sin embargo
no se conoce cual es la seffal que permite la liberacién de la célula
germinal en este compartimento. En la Figura 24 se muestra una
representacién de un corte de un ttbulo seminifero y la localizacitn

postulada para los proteoglicanos asociados a la membrana celular.

Ios resultados indican que en cada uno de los estados de
desarrollo sexual estudiado, las células somiticas testiculares generan
una matriz extracelular diferente. Ya se ha mencionado el rol que juega
la matriz extracelular en alterar la morfologia y funcién de las células
de Sertoli, por lo tanto dos matrices de diferente composicién ejercerén

funciones diferentes sobre las cé&lulas de Sertoli.
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CELULAS DE SERTOLI EN SUSPENSION
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CELULAS DE SERTOLI EN MONOQCAPA

——@-—— MEMBRANA BASAL

— e W e P e e ——an
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Figura 24. Localizacién de los proteoglicanos asociados a la membrana celular
de las células de Sertoli. a) 5Se muestra la localizacién de los
proteoglicanos cuando las células se encuentran en suspensién, b) 1la
polarizacién de estos compuestos cuando las células estdn en cultivo, y c¢)
una representacion del tdbulo seminifero y de las interacciones que
establecerian las células de Sertoli con los elementos de la membrana basal.
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4, Cambios en componentes del microambiente espermatogénico durante el

desarrollo sexual del animal.

Una de las caracteristicas interesantes del sistema germinal, es
que a pesar de estar presentes desde el nacimiento tanto las células
somdticas como germinales, el proceso espermatogénico se activa en un
momente determinade del desarrollo. En efecto, durante la pubertad
ocurren cambios significativos en la produccidén de hormonas los cuales
tienen importancia en gatillar la espermatogénesis. Sin embargo, no se ha
realizado el estudio de las caracteristicas del microambiente, - en
particular de los componentes de la matriz extracelular- desde 1la
perspectiva en que en este trabajo ha sido definido, esto es, analizando
los cambios tanto cuanti como cualitativos que ocurren en la transicién

de animales inmaduros a paberes.

Utilizando el sistema de cultivo de largo término, se analizaron
las caracteristicas de las células somiticas, los factores sintetizados y
las caracteristicas de los componentes de matriz extracelular producidos
por estas células, cuando provienen de testiculos de ratas en dos estados

de desarrollo sexual: ratas inmaduras y plberes.

Aungue los tipos de componentes de matriz  extracelular
sintetizados y los factores producidos en ambos casos son los mismos, se
encuentran diferencias cuantitativas importantes. Esto significa gue el
entorno con el cual se encuentran interaccionando las células germinales
es diferente en ambos estados de desarrollo. Un resumen de algunas de las

diferencias observadas se muestra en la Tabla 19.
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Los resultados presentados en esta tesis muestran que tanto la
sintesis de algunos de 1los productos secretados por las células
somiticas, como la sintesis de componentes de matriz extracelular,
difieren notablemente en cultives de células provenientes de ratas

inmaduras y en cultivos de células de ratas plberes.

Estos datos muestran gque las células testiculares son
funcicnalmente diferentes en ambos estados de desarrollo, en condicicnes
de cultivo, donde por tanto, no reciben ninguna informacidn extrasistema.
Esto significa que al momento de poner las células en cultivo, éstas
tienen la informacién referente al estade de maduracién sexual del animal

y logran mantenerla en cultive por varios dias.

Es interesante saber si la maduracidn sexual de la rata macho es
conducida por un tipo celular, en funcién de la edad por ejemplo, 0 todas
las cé€lulas somdticas madwran sincrénicamente. ‘No existen datos
concluyentes al respecto, sin embargo existen evidencuias que indican que
las células de Sertoli pierden su capacidad de respuesta frente a FSH en
funcién de la edad y que esta cartacteristica se conserva durante varios
dfas con las células en cultivo (Rich et al, 1983). Esto significa que
las células de Sertoli son capaces de continuar algunos aspectos de su
programa de maduracién en cultivo. Por tanto, se podria pensar que sea
esta célula la responsable de transmitir dicha informacién al resto de
las células testiculares. Las células de Sertoli, se sabe que ejercen un
importante efecto regulatorio sobre la sintesis de testosterona por las

células de Leydig, a traves de secresién de factores que estimulan la
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sintesis de dicha hormona (Janecki et al,1985) o factores que la inhiben

(Sharpe et al,1981).

Una de las caracteristicas mas significativas de los cambios que
ocurren durante la pubertad, es el gran aumento en la sintesis de
testosterona. Se puede especular, entonces, que esta hormona sea la via
por la cual se transmita la informacién del estado de madurez sexual del

animal.

Por lo tanto, si las células de Sertoli conservan el programa de
maduracién, pueden producir un incremento de la sintesis de testosterona
durante la pubertad. Es sabido que todos 1los fenotipos sométicos
testiculares poseen receptores para andrégenos (Nakhla et al,1984) y por
1o cual pueden responder adecuadamente a aumentos en la concentracién de
testosterona. Existen datos en la literatura que indican que testosterona
ejerce un efecto sobre el depGsito de componentes de maztriz extracelular
como fibronectina y coldgeno tipo IV (Skinner et al, 1985), modificando

de esta manera la conformacién de la matriz extracelular.

El wuso de cultivos mixtos, poniendo en un mismo cultivo células
provenientes de ratas en diferentes estados de desarrollo, podria ayudar
a dilucidar si son todas las células las que maduran sincrénicamente o

bien una s6la es aquella que dirige la maduracién.
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5. Conclusiones

1. Los resultados muestran que el sistema de cultivo de largo término
propuesto se producen interacciones celulares, como se revela
morfolégicamente por la formacidén de estructuras caracteristicas, la
produccién de compuestos sintetizados especificamente por algunas de las
células somiticas y el establecimiento de una matriz extracelular. Estos
datos, permiten postular gue en el testiculo se genera un microambiente
espermatogénico que permite el alojamiento de las células germinales y su

eventual proliferacién.

2. Este microambiente participa en la regulacién de la espermatogénesis,
por lo cual no debe ser constante constante sino cambiar durante los
distintos estados de maduracifn sexual del animal. De esta manera, las
células germinales interaccionan con estos microambientes de diferente
conformacién, recibiendo en cada caso seffales diferentes para la

proliferacién y diferenciacién celular.
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APENDICE

Estudios de localizacién de proteoglicanos asoclados a la membrana

celular por immunofluorescencia.

Como otra forma de avalar los resultados obtenidos con
tratamientos enzimaticos y posterior andlisis de los proteoglicanos
remanentes por cromatografia en DEAE-Sephacel, se han realizados estudios

preliminares utilizando técnicas de inmunofluorescencia.

Los cultivos de largo término se establecen segln se indica en
Materiales y Métodos. A los 12 dlas de cultivo se evidencia la presencia
de proteoglicanos asociados a la membrana celular mediante un anticuerpo
monoclonal anti condroitin sulfato (primer anticuerpo). Luego se agrega

el segundo anticuerpo conjugado con fluoresceina.

Como se observa en la figura 25, las células de Sertoli que se
encuentran en el cultivo reaccionan con el anticuerpo utilizado, lo que
demuestra la prsencia de proteoglicanos que contienen cadenas de
condroitin sulfato asociados a la membrana y que se encuentran
localizados hacia el medio de cultivo. Es interesante que las otras
células presentes en el cultivo no reaccionan con el anticuerpo, 1o que
indica que no exponen el proteoglicano de condroitin sulfato hacia el
medio. Esto hace suponer que el proteoglicano detectado en las células de

Sertoli corresponde al proteoglicano mixto.
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Figura 25. Inmunocitoquimica de cultivos de largo término.

Los cultivos se mantienen por 12 dlas y luego se agrega el primer vy
segundo anticuerpo. El segundo anticuerpo estd conjugado con
fluorescelna. En A y B se agrega el primer anticuerpo anti condroitin
sulfato al cultivo intacto, mientras que en Cy D ha sido tratado
previamente con condroitinasa ABC. A y C muestran la imagen de un campo
de los cultivo con contraste de fase, que es el mismo que se muestra
fluorescente en B y D.
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No todas las células de Sertoli se encuentran polarizadas de
igual manera, lo que se deduce de que no todas presentan el proteoglicano

mixto expuesto al medio de cultivo.

Cuando los cultivoes de largo término son tratados con
condroitinasa ABC, no reaccionan con el anticuerpo monoclonal como se
observa en la figura 25 (D). Esto se corresponde con aquellos resultados
i obtenidos con el andlisis cromatogradfico de los proteoglicanos remanentes

luego del tratamiento enzimdtico.
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