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RESUMEN

La importancia de los rumiantes para la alimentacion humana es innegable. El énfasis
contemporaneo hacia la sostenibilidad y la seguridad alimentaria han elevado la importancia
de abordar los desafios asociados a la cria convencional de ganado, el uso intensivo de recursos
naturales, la presion sobre la tierra cultivable. De igual manera en términos de eficiencia se
busca enfrentar a condiciones que afectan la calidad y cantidad de los espermatozoides en el
semen. El desarrollo de un sistema de espermatogenesis in vitro a través del cultivo de células
germinales en andamiajes descelularizados representa una alternativa prometedora para aliviar
estas problemaéticas. Este método para la descelularizacion del tejido testicular bovino para
crear andamiajes ha demostrado una eficaz eliminacion de células y preservacion de la matriz
extracelular, proporcionando un entorno tridimensional que mimetiza las condiciones naturales

del tejido testicular.

Palabras clave: espermatogénesis in vitro, células germinales, andamiajes tridimensionales,

tejido testicular



ABSTRACT

The importance of ruminants for food production is undeniable. The contemporary
emphasis on sustainability and food security has raised the importance of addressing the
challenges associated with conventional livestock farming, like intensive use of natural
resources, and pressure on arable land. Similarly, in terms of efficiency, it seeks to address
conditions that affect the quality and quantity of spermatozoa in semen. The development of
an in vitro spermatogenesis system through germ cell culture in decellularized scaffolds
represents a promising alternative to alleviate these problems. This method for
decellularization of bovine testicular tissue aiming to create scaffolds has demonstrated
efficient cell removal and preservation of the extracellular matrix, providing a three-

dimensional environment that mimics the natural conditions of testicular tissue.

Keywords: in vitro spermatogenesis, germ cells, three-dimensional scaffolds, testicular tissue
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INTRODUCCION

La industria ganadera desempefia uno de los roles mas importantes cuando se habla de
alimentacion. Principalmente en la produccién de productos carnicos y lacteos siendo estos los
principales en la dieta a nivel global. Estos alimentos proporcionan una fuente valiosa de
proteinas, grasas y otros nutrientes esenciales, contribuyendo a la salud y el bienestar de la
poblacion. Sin embargo, la cria tradicional de ganado plantea desafios significativos en
términos de sostenibilidad, eficiencia e impacto ambiental (USDA, 2021).

La importancia de los rumiantes, como bovinos, ovinos y caprinos, para la alimentacion
humana es innegable. No obstante, el énfasis contemporéneo hacia la sostenibilidad, la
eficiencia y la seguridad alimentaria han elevado la importancia de abordar los desafios
asociados a la cria convencional de ganado, como el uso intensivo de recursos naturales, la
generacion de gases de efecto invernadero y la presion sobre la tierra cultivable. EI crecimiento
acelerado de la poblacién mundial ha obligado a la produccién ganadera a seguir su ritmo. Por
lo que, en los préximos 40 afios las emisiones resultantes de esta industria aumentaran en un
60% para lograr una distribucién alimenticia adecuada en cantidad y calidad (FAO, 2021).

De igual manera la reproduccion de animales, como los rumiantes, ha enfrentado
desafios criticos que afectan su eficiencia y rentabilidad. Problemas como la oligospermia,
teratozospermia y astenospermia las cuales son condiciones relacionadas con la calidad y
cantidad de los espermatozoides en el semen, por lo que estan ligados al proceso de
espermatogénesis, presentan una reduccion considerable en la eficiencia reproductiva
afectando directamente la tasa de crecimiento y produccion.

En este contexto, la busqueda de soluciones a los desafios inherentes de la produccion

ganadera convencional se entrelaza con alternativas innovadoras y sostenibles como el
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desarrollo de un sistema de espermatogénesis in vitro. Esto se traduce no solo en una
aceleracion del proceso de reproduccién, sino también en la posibilidad de seleccionar
individuos con caracteristicas genéticas deseables. La capacidad de aislar, cultivar y manipular
células germinales ofrece un control sin precedentes sobre la transmision de rasgos genéticos
especificos, mejorando asi la eficiencia reproductivas. De igual manera este método busca
superar las limitaciones asociadas con la cria convencional de animales, como la necesidad de
grandes extensiones de tierra y la emision significativa de gases de efecto invernadero (Song
& Wilkinson, 2012).

La espermatogénesis in vitro es una técnica avanzada de reproduccion asistida que
busca simular y regular el proceso de generacion de espermatozoides a partir de células
germinales masculinas fuera del entorno biologico natural del testiculo (Kulibin & Manonuna,
2023). Este proceso inicia mediante la manipulacion y el cultivo de células germinales para
inducir su diferenciacion y maduracion. Las espermatogonias ya diferenciadas a su vez pasan
por procesos de meiosis, siendo este el punto central de espermatogénesis, la meiosis es un tipo
de division celular que reduce el nimero de cromosomas a la mitad y mediante procesos de
recombinacion y division reductiva celular resulta en la formacion de células sexuales
haploides, es decir, con la mitad del material genético de las células madre. Este es un paso
fundamental para la formacion células germinales y un desafio considerable para la
espermatogénesis in vitro. En mamiferos este proceso se da dentro de los tabulos seminiferos
del testiculo y es apoyado por las células somaticas de la gbnada, como las células de Sertoli,

células intersticiales y las células peritubulares del mioide (Delessard et al., 2022).

El nicho de células germinales en el tejido testicular es un microambiente altamente

especializado que proporciona un soporte fisico, quimico y celular 6ptimo para el desarrollo y
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la diferenciacion de las células germinales, incluyendo las células madre germinales. Este nicho
tridimensional es esencial para mantener la homeostasis y la autorrenovacion de las celulas
germinales, siendo procesos criticos para la produccién continua de gametos funcionales. La
estructura tridimensional del nicho de células germinales en el tejido testicular va mas alla de
simplemente proporcionar un entorno fisico de soporte. La arquitectura compleja y altamente
organizada del tejido testicular contribuye a la regulacion espacial y temporal de la
espermatogénesis. La interaccion intima entre las células germinales, las células de Sertoli y
las células intersticiales crea un entorno dinamico que influye en la diferenciacion y la funcion
de las células germinales (De Kretser et al., 2016).

Varios elementos como factores de crecimiento, citoquininas, nutrientes y hormonas
afectan el proceso de espermatogénesis. Actualmente, varios factores y elementos ain no han
sido caracterizados debido a que actian de manera indirecta a traves de las células somaticas
presentes en el testiculo, lo que ha impedido una correcta replicacion del proceso
espermatogénesis a nivel in vitro en su totalidad. No obstante, varios avances cientificos
actuales proponen modelos con el potencial de simular dicho sistema de espermatogénesis.

Para lograr superar estas limitaciones y desarrollar un sistema de espermatogénesis in
vitro, existen varios elementos que deben ser considerados. El primero elemento radica en el
disefio e implementacion de estructuras celulares tridimensionales (3D) buscando de esta
manera recrear la complejidad anatomica y funcional al proporcionar un andamiaje que permita
la interaccion celular tridimensional. La importancia de estas estructuras radica en su capacidad
para replicar las condiciones naturales del tejido testicular de manera eficiente que los modelos
bidimensionales (Salem et al., 2023). La presencia de esta arquitectura 3D permite la formacién
de microambientes especificos que favorecen la comunicacion celular, la liberacion de factores
de crecimiento y la expresion génica de manera mas similar a las condiciones in vivo (Baert et

al., 2019).
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El siguiente elemento importante es el desarrollo de un sistema para el cultivo de las
células germinales. Se requiere de un sistema de cultivo que sea dindmico y adaptable, con
capacidad capaz de modular factores de crecimiento, citoquininas y nutrientes en respuesta a
las necesidades especificas de cada etapa del proceso. El sistema debe ser capaz de generar un
equilibrio entre la provision de los elementos esenciales para el crecimiento celular y la
reproduccion de eventos moleculares clave involucrados en la espermatogénesis. Ademas, la
dinamica del sistema de cultivo debe permitir simular de manera precisa las interacciones
celulares que se dan en las condiciones in vivo (Huleihel et al., 2007).

Por esta razon se presenta como una alternativa prometedora el desarrollo de
andamiajes de tejido testicular descelularizado bovino. La descelularizacion implica la
eliminacion cuidadosa de las células presentes en el tejido, preservando la arquitectura
tridimensional y la matriz extracelular que son esenciales para el desarrollo de las células
germinales. Al utilizar tejido bovino descelularizado como andamiaje, se logra recrear un
entorno tridimensional que mimetiza las condiciones naturales del tejido testicular
(Neishabouri et al., 2022).

El tejido testicular descelularizado bovino presenta beneficios significativos para la
espermatogénesis in vitro. La descelularizacion preserva la estructura tridimensional del tejido,
sirviendo como andamiaje crucial para la diferenciacion de las células germinales. Este proceso
conserva la matriz extracelular y las sefiales moleculares, facilitando una interaccion precisa
entre células germinales y somaticas. En conjunto, estas caracteristicas hacen del tejido
testicular descelularizado bovino una herramienta Gtil para la simulacion condiciones naturales
del tejido testicular. Por lo tanto, el presente trabajo se propone como objetivo la
descelularizacién de tejido testicular bovino y su uso como andamiajes para el cultivo de

células germinales.
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METODOS

Descelularizacion del tejido testicular bovino

Para el proceso de descelularizacion se obtuvo muestras testiculares bovinas
provenientes del camal de la ciudad de Quito (Empresa Publica Metropolitana de Rastro). Se
procedié con el lavado de estas para evitar contaminacion y se congelo a -15 °C.
Posteriormente, se realizd cortes alargados de 1.5 cm de grosor y mediante el uso de un
sacabocados se obtuvo discos de 2 cm de diametro. Posteriormente, se colocd los discos en un
frasco de vidrio Borosilicato de 250 ml para ser sometidos a diferentes lavados en agitacion
constante. Se inicio con 2 lavados en PBS por 15 minutos respectivamente, a continuacion, se
coloco los discos en Triton X al 1% durante un periodo de 4 horas, después se lo sumergid en
SDS al 1% durante 24 horas, se realiz6 otros dos lavados en PBS de 15 minutos. Finalmente,
todos los discos fueron colocados en placas con pocillos y se los sometié a un proceso de

liofilizacion durante 24 horas.

Aislamiento celular

Para este proceso se usd una muestra testicular la cual no presenta desarrollo de
espermatozoides, esta muestra corresponde a un testiculo ovino joven de 4 meses de edad.
Mediante material de diseccion estéril se removid la tunica vaginal del testiculo ovino e
inmediatamente se procedié con el lavado del testiculo en agua corriente para remover el
excedente de sangre. A continuacion, dentro de una camara de flujo laminar, se realizo un corte
del testiculo de aproximadamente 20 g, el cual se vuelve a cortar en dos segmentos de 10 g
para ser colocado en 2 cajas Petri esteriles. Posteriormente, se colocd 12.5 ml de MEM+DNAse
en cada una de las cajas Petri a partir de un mezcla inicial de 50 ml MEM 1x + 100 ul de

DNAse. Se procedio a la remocion de la tinica albuginea mediante el uso de una pinzay bisturi
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estériles. De igual manera, se removio el tejido conectivo mediante el raspado de la muestra
hasta su completo fraccionamiento. Una vez fraccionadas se coloco ambas muestras en tubos
Falcon de 50 ml y se afiadié 12.5 ml del mix enzimatico | (Anexo 1) a cada una. Posteriormente,
se cerrd y sello los tubos con Parafilm para ser sumergidos en agua a una temperatura de 37 °C
por un periodo de 60 minutos en agitacion constante, al finalizar se centrifugo ambos tubos
durante 3 minutos a 300 rpm. Una vez finalizado el proceso de centrifugacion se retir6 el
sobrenadante. Se procedio a realizar una segunda digestion enzimatica, para esto se afiadio 12.5
ml de MEM+DNAse y 12.5 ml del mix enzimatico Il (Anexo 1), nuevamente se cerrd y sello
los tubos con Parafilm y se los sumergi6 por segunda vez en agua a una temperatura de 37 °C
por un periodo de 45 minutos en agitacion constante, una vez concluido el periodo de agitacién
se centrifugo ambos tubos por 2 minutos a 400 rpm. Se procedio a recolectar el sobrenadante
mediante filtros de Nylon de 50 y 100 pum, para una posterior centrifugacion a 900 rpm por 5
minutos. Finalmente se retird el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 4 ml de una mezcla
MEM+DNAse+BSA, a partir de una mezcla de 9 ml de MEM + 1 ml de BSA + 10 ul de
DNAse. A continuacién, se prepard 50 ml de suspension celular de Suero Fetal Bovino (SFB)
al 10% en MEM 1X, 41 ml de MEM + 5 ml SFB + 4 ml de suspension celular. Después, se
uso 4 matraces Fisher de cultivo celular de 75 cm? en los que se coloco 12.5 ml de la mezcla
de suspension celular respectivamente, se agito suavemente cada uno de los matraces
esparciendo las células de manera uniforme y se incubaron a 37 °C por 24 horas. Una vez
transcurrido el periodo de incubacion se recolecto las células de los matraces y transfirié a un
tubo Eppendorf de 1.5 ml. Finalmente, se determind la concentracion celular mediante el uso

de una camara de contaje Neubauer.

Cultivo celular
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Para este método se requirié de 4 cajas Petri con pocillos, se utilizo tres de estas cajas
para cultivo celular y una caja de control negativo. En las cajas de cultivo celular se realizé dos
diferentes métodos, el método de cultivo simple y el método de cultivo doble. Para el primer
método, se coloco un solo biomaterial descelularizado en el pocillo junto con 400 ul medio de
cultivo MEM+SFB+Fungizona y 2 ul de células, mientras que para el cultivo doble se coloco
dos biomateriales por pocillo, uno encima del otro, junto con 400 ul de medio
MEM+SFB+Fungizonay 2 ul de células. Mientras que en la placa de control negativo se coloco
un biomaterial por pocillo y 400 ul de medio MEM+SFB+Fungizona. Se someti6 todas las
placas a incubacién y se reemplazé el medio de cultivo de cada una en periodos de 3 dias. Se
removid de la incubadora las 3 placas de cultivo celular a los 3, 7 y 10 dias de cultivo
respectivamente. Una vez removidas de la incubadora se someti6 a los biomateriales a

paraformaldehido para su fijacion

Histologia

Se realiz6 cortes verticales en los biomateriales descelularizados de los dias 3, 7, 10 y
de control y se los coloco en cassette histoldgicos, para su posterior inclusion en parafina. Para
esto se usO una maquina procesadora de tejidos, la cual deshidrato las muestras con etanol en
concentraciones de 70, 90 y 100%, luego las sometié a NeoClear y finalmente a parafina. Una
vez concluido el proceso de inclusion, se formd bloques histoldgicos mediante moldes
metalicos. Mediante el uso de un microtomo Leica se realiz6 3 cortes a cada uno de los bloques
en secciones de 5 um. Posteriormente, se colocd los cortes de cada una de las muestras en
placas previamente cubiertas con polilisina y se procedidé a su tincion con Hematoxilina y
Eosina (Anexo 3). Finalmente se coloc6 un medio de montaje para su preservacion seguidas
de cubreobjetos. Se visualizo estas placas en el microscopio con lentes de aumento de 10X y

40X.
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RESULTADOS

Caracterizacion del biomaterial descelularizado

El tejido testicular fue sometido a un proceso de descelularizacién, basado en su exposicién a
detergentes como Triton X al 1% y SDS en agitacion constante. Los resultados de este proceso
fueron evaluados mediante microscopia de barrido electronico para determinar su eficacia, asi
como las caracteristicas morfoldgicas del andamiaje resultante.

Como podemos observar en la figura 1.A la presencia de fibras alrededor del tejido denota una
densidad celular escasa, asegurando asi una remocion efectiva de células del tejido. De igual
manera, esta figura constata una correcta preservacion de la matriz extracelular con una
estructura tridimensional siendo esencial para el mantenimiento del nicho de células
germinales.

Adicionalmente, en la figura 1.B podemos identificar la una caracteristica predominante en la
morfologia del tejido descelularizado y es su porosidad. Se evidencia una distribucion y tamafio
uniforme de los poros presentes lo que un indicaria una baja variabilidad de los resultados
obtenidos. De las muestras analizadas en el microscopio de barrido electronico, se escogieron
4 de manera aleatoria para analizar el tamafio de los poros presentes, la mediciones fueron
realizadas con ImageJ y estas se encuentran en la tabla 1.

Podemos determinar que los promedios de cada una de las muestras son similares y no presenta
mucha variacion.

De igual manera estos valores fueron analizados mediante una gréafica de caja y bigotes (figura
2), en esta figura podemos identificar varios valores importantes. Los valores de las medianas,
asi como de los cuartiles son similares en cada una de las muestras. Finalmente, se observan

rangos intercuartilicos uniformes y pocos valores atipicos.
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Cultivo celular

Mediante el uso el de cdmara de contaje Neubauer, se determind que la concentracion
resultante del aislamiento fue de 70 x 106 células a partir de la muestra de tejido testicular.
Cada uno de los pocillos en las 4 diferentes placas fueron cultivados con la misma
concentracion celular y se colocaron en la incubadora a 37 °C. Se debe recalcar que el medio
de cultivo fue reemplazado cada 3 dias y se removieron las placas para ser analizadas a los 3,
7'y 10 dias respectivamente.

Tanto su preparacion histoldgica, asi como la tincion hematoxilina y eosina de las muestras
nos permitié obtener los siguientes resultados mediante su observacion en el microscopio
electronico. Como podemos observar en la figura 3, se presentan placas de los tres diferentes
dias de cultivo (3,7 y 10) asi como del control negativo.

En las figuras 3.A, 3.B y 3.C, mediante un analisis morfoldgico identificamos la presencia de
células germinales en el tejido descelularizado. En estas muestras podemos observar como el
tejido presenta una coloracion rosa mientras que los nucleos y membranas de las células
germinales presentan un coloracion purpura. Mientas que en la figura 3.D, correspondiente al
control negativo, existe una clara ausencia de células observando solo la coloracion rosada de
los tejidos.

Finalmente, se realizé un conteo de clusters de células germinales presentes en las muestras de
cada uno de los diferentes dias de cultivo en los dos métodos planteados. En figura 4 podemos
observar un comparacion de estos datos. Esta grafica nos permite observar que existe una
diferencia la cantidad de células de presentes del dia 3 y 7 en relacion con el dia 10. Sin
embargo, no se evidencia variaciones entre el método simple y doble en cada uno de los

diferentes dias de cultivo
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DISCUSION

La descelularizacion de tejidos se logra debido a su exposicion a diferentes agentes
quimicos que promueven la lisis celular removiendo asi las células presentes en el tejido y
conservando la matriz extracelular ya que esta sera el soporte principal para el desarrollo de
las células germinales (Srokowski & Woodhouse, 2017). En este caso especifico, el tratamiento
proporcionado al tejido testicular se basé en su exposicidn a detergentes en agitacion constante.
Tanto el Triton X al 1% asi como el SDS son componentes esenciales para el éxito de este
proceso ya que actua de manera conjunta para romper las membranas celulares facilitando su
eliminacién. De igual manera, la agitacion constante durante este proceso aseguro una
distribucion uniforme de los detergentes en todo el tejido mejorando la eficiencia del
tratamiento. Por lo que la observacién de las fibras en el tejido de la figura 1.A nos permite
determinar que la combinacion de los detergentes con la agitacion es una técnica factible para
la eliminacién eficiente de las células presentes en el tejido celular.

El factor mas importante que se debe considerar para la validacion de la funcionalidad
del tejido descelularizado como andamiaje es su porosidad. Esta caracteristica esencial no solo
refleja la preservacion de la estructura tridimensional del tejido, sino que también desempefia
un papel clave en el suministro eficiente de nutrientes para apoyar la proliferacion celular,
contribuye a la creacion de un entorno tridimensional que imita el nicho natural de las células
germinales favoreciendo la comunicacion celular y facilita el intercambio de gases como la
entrada de oxigeno necesario para el metabolismo celular y la eliminacion de dioxido de
carbono (Kim et al., 2017). En base a los resultados en la figura 1.B, podemos observar un que
el tejido descelularizado obtenido tiene una porosidad predominante y uniforme por lo que esto
no solo respaldaria la viabilidad de las células germinales, sino que también influye en su

comportamiento y funcionalidad in vitro.
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Adicionalmente, se debe considerar los datos obtenidos mediante la grafica de caja y
bigotes presentados en la figura 2. En esta grafica observamos que cada una de las muestras
presenta valores muy cercanos en sus medianas lo que es el un primer indicador de una baja
variacion en la tendencia central del tamafio de los poros en el biomaterial. De igual manera
los valores de los cuartiles superiores e inferiores se encuentran en los mismos niveles por lo
que no presentan un diferencia significativa en las medidas de los poros entre cada una de las
muestras. Los rangos intercuartilicos se determinan en base a la dispersion de los valores
centrales, es decir que entre mas amplia sea su distancia mayor sera la variabilidad de las
medidas (Minitab, 2021). Sin embargo, en este caso podemos observar una distancia reducida
por lo que al no ser significativa nos permite determinar que existe una baja variabilidad entre
los poros de cada una de las muestras. Debido a que todas la muestras corresponden al mismo
tratamiento podemos determinar que esta consistencia entre las mismas indica una estabilidad
favorable en el proceso de descelularizacion planteado.

Si comparamos estos resultados con estudios previos como los presentados por Naeemi
et al. (2021) podemos identificar que el tratamiento que se realizd para lograr la
descelularizaciéon del tejido es mas eficiente en términos de reproductibilidad ya que los
resultados obtenidos son mas consistentes y uniformes. Sin embargo, el promedio de los poros
obtenidos con nuestro tratamiento es de 206,2 um lo que seria un valor ligeramente inferior en
comparacion. Como se menciond antes la porosidad influye en varios factores para el
desarrollo de las células germinales durante su cultivo por lo que su tamafio reducido podria
tener repercusiones negativas durante este proceso, afectando directamente a la cantidad de
células germinales obtenidas. Por lo que en el caso de replicar este tratamiento se deberia
considerar aumentar ligeramente el tiempo de exposicion de los detergentes, el tiempo de

congelacién inicial, la velocidad de la agitacion o inclusive el reducir el ancho de
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los cortes en el tejido previo a su descelularizacion ya que podrian aportar a un aumento en el
tamafo de los poros que se espera obtener (Loh & Choong, 2013).

La identificacion morfologica de células germinales en el tejido testicular descelularizado es
esencial para comprender como estos andamiajes simulan la organizacion in vivo
tridimensional de los tubulos seminiferos. La histologia, junto con la tincion de hematoxilina
y eosina, proporcionan informacién valiosa sobre la viabilidad y la organizacién celular en
estos andamiajes descelularizados. En este caso, la importancia de la histologia radica en la
capacidad de obtener cortes que permitan una mejor visualizacion de las zonas centrales del
tejido descelularizado, lo que se dificultaria con otros métodos, como su analisis directo en el
microscopio. Los resultados de la figura 3, al provenir de cortes centrales, nos indican como
las células lograron ingresar en el tejido descelularizado, a travesando la superficie y
aprovechando asi la estructura tridimensional de los andamiajes. Mientras que, en el caso de la
tincion de hematoxilina y eosina, su importancia se debe a su clasificacion como tincion
contrastante. Permitiendo diferenciar al tejido de las estructuras celulares. Las células
germinales exhiben ndcleos redondos y homogéneos. Por lo que, la identificacion de nucleos
con estas caracteristicas morfologicas en secciones de tejido descelularizado sugiere la
presencia e integridad de células germinales.

Este método de cultivo puede ser considerado optimo debido a la identificacion de las
células germinales en el tejido. Sin embargo, los resultados de la figura 3 no presentan células
germinales avanzadas en el proceso de diferenciacion hacia espermatozoides. Esto puede ser
influenciado por varios factores como el tiempo o los métodos de cultivo aplicados. Como
podemos observar en la figura 4, se presentan datos de diferentes muestras correspondientes a
los dias 3, 7 y 10 de cultivo de ambos métodos aplicados. En este grafico podemos determinar

gue no existe una diferencia entre el método de cultivo simple y el método de
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cultivo en términos de la cantidad de células germinales presentes. Lo que sugiere que
el biomaterial proporcionado en el método de cultivo simple es suficiente para respaldar el
crecimiento celular, y agregar un segundo biomaterial no proporcione un beneficio adicional
significativo.

Por el contrario, al observar los datos en base al tiempo de cultivo en la incubadora
podemos identificar que existe una mayor concentracion de células a los 3y 7 dias de cultivo
lo que indicaria una respuesta inicial positiva al entorno tridimensional proporcionado por el
biomaterial. Este periodo inicial puede estar asociado con la proliferacion activa de células
germinales que responden a las sefiales del entorno de cultivo, estableciendo las bases para el
desarrollo posterior hasta alcanzar un densidad poblacional estable.

Adicionalmente, se observa un decrecimiento de dicha concentracion celular en las
muestras del dia 10. Lo que podria deberse a la limitacion de recursos en el medio de cultivo,
como nutrientes esenciales y factores de crecimiento. A medida que el cultivo progresa, es
posible que las células germinales experimenten una competencia por estos recursos, lo que
lleva a un decrecimiento en su concentracion. Debemos considerar que la falta de
diferenciacion de las células germinales podria estar vinculada a la disminucién observada en
el dia 10 ya que la diferenciacion celular necesita de varios factores como sefiales especificas
y condiciones de cultivo adecuadas. Por lo que se deberia analizar la composicion del medio
de cultivo y considerar la adicion de factores de crecimiento que sean capaces de estimular la
diferenciacion. De lo contrario las células germinales podrian entrar en una fase de
estancamiento o incluso experimentar un declive en la concentracion (Kostereva & Hofmann,

2008).
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CONCLUSIONES

La industria ganadera desempefia uno de los roles mas importantes cuando se habla de
alimentacion. Sin embargo, la cria tradicional de ganado plantea desafios significativos en
términos de sostenibilidad, eficiencia e impacto ambiental. La espermatogénesis in vitro es una
técnica avanzada de reproduccion asistida que busca simular y regular el proceso de generacion
de espermatozoides con potenciales implicaciones para la industria ganadera en términos de
sostenibilidad y eficiencia en la reproduccion de células germinales fuera del entorno natural.
Basado en esto se busca el desarrollo un andamiaje tridimensional a través de la
descelularizacion de tejido testicular bovino y evaluar su eficiencia para el cultivo de células
germinales. Los resultados obtenidos permiten una caracterizacién exitosa del biomaterial
descelularizado bovino revelando un sustrato prometedor para el cultivo de células germinales
testiculares. Esto se debe a la combinacion de varios factores durante el proceso de
descelularizacion como la congelacion, uso de detergentes y la agitacion constante logrando
una eliminacion eficiente de células al igual que el desarrollo de una estructura porosa
brindando un entorno propicio para el desarrollo de las células germinales.

El cultivo celular mostré una respuesta inicial positiva al entorno tridimensional
proporcionado por el biomaterial, con una mayor concentracion celular a los 3 y 7 dias, pero
se observo un decrecimiento a los 10 dias, posiblemente debido a la limitacién de recursos en
el medio de cultivo. Se sugiere la adicion de factores de crecimiento al medio de cultivo para
estimular la diferenciacion celular y evitar un estancamiento o declive en la concentracion de

células germinales.
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Figura 1. Analisis del tejido testicular descelularizado mediante microscopia de barrido
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Descripcion de la figura: A continuacion, observamos los resultados del proceso de
descelularizacion después de someter al tejido a detergentes en agitacion constante. 1.A
indica la presencia de fibras, asi como de la conservacion de la matriz extracelular. 1.B indica

la porosidad como caracteristica morfoldgica predominante
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Figura 2. Box plot del tamafio de los poros en diferentes muestras después de su

descelularizacion

Descripcion de la figura: Se observa un grafico de caja y bigotes a partir de 4 muestras
aleatorias después del proceso de descelularizacion del tejido. En este se analizan diferentes

medidas del tamafio en um de los poros en cada una de las muestras.
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Descripcion de la figura: Mediante analisis morfoldgico se observa la presencia de células
germinales en tejido descelularizado. 3.A corresponde a la muestra a los 3 dias de cultivo.
3.B corresponde al dia 7 de cultivo. 3.C dia 10 de cultivo celular y finalmente 3.D

corresponde al control negativo.
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METODOS Y DiAS DE CULTIVO
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Figura 4. Grafico comparativo del nimero de clusters de células germinales identificadas

Descripcion de la figura: En este line plot podemos observar la comparacion de los datos
tomados en base al nimero de clusters de células germinales presentes en las muestras tanto

de los diferentes dias, asi como de los métodos de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1: MIX ENZIMATICO PARA AISLAMIENTO CELULAR

Mix Enzimético |

Enzima Peso (mg)

Colagenasa 50
Hialuronidasa 50
Tripsina 50

Mix Enzimético 11

Enzima Peso (mg)

Colagenasa

50

Hialuronidasa

50

Anexo 2: MEDIO MEM 1X

Reactivos Cantidad (ml)

Agua destilada 412
MEM 10X 50
Bicarbonato de sodio 8.5
Glutamina 10
Aminoéacidos no esenciales 5

Gentamicina 0.25
Penicilina 5

Buffer HEPES 7.5
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Anexo 3: TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

3x3 min en NeoClear para desparafinar
2x1 min en etanol 100%

1 min en etanol 95%

1 min en etanol 70%

1 min en H20 destilada

1 min en Hematoxilina de Harris
1 min en H20 destilada

20 segundos en acido acético 2%
1 min en H20 destilada

1 min de agua corriente

1 min de H20 destilada

1 min en etanol 70%

1 min en Eosina

1 min en etanol 95%

3 min en etanol 100%

3x1 min en etanol 100%

Aplicacion de medio de montaje

Cubrir placas cubreobjetos y dejar secar antes de observar en el microscopio
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