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RESUMEN

Fundamentado en el conocimiento actual de la espermatogénesis este proyecto de
investigacion representa un aporte a la reproduccion de bovinos, ya que implement6 una
técnica para desarrollar la espermatogénesis in vitro en estos animales a partir de muestras
de tejido testiculares. En el Ecuador la actividad ganadera es una de las mas representativas
y se constituye como una actividad de autoempleo en la mayor parte de la poblacién que
la realiza. El crecimiento productivo de los espacios ganaderos, sean grandes o pequefios,
depende en gran medida de la reproduccion efectiva de sus ejemplares, razén por la cual
esta investigacion presenta una propuesta innovadora de reproduccion in vitro, que permite
fortalecer a la ganaderia y aportar al crecimiento de la rentabilidad econémica y la
preservacion de razas. La espermatogenesis es un proceso complejo que se caracteriza por
tener dos fases: la proliferacion y la diferenciacion, por medio de estas fases se obtienen
gametos masculinos a partir de células madres espermatogoniales. Este procedimiento
varia dependiendo de la especie y en el caso de los bovinos consta de 14 etapas. La
espermatogénesis in vitro, por su parte, se cumple cuando las condiciones del laboratorio
son optimas y se plantea como una alternativa a la criopreservacion o la fecundacion in
vitro cuando esta no se puede concretar. La espermatogénesis in vitro busca como
resultado la generacion de gametos masculinos y es un procedimiento que se puede utilizar
en animales con fertilidad reducida, infértiles o que han sido sometidos a algun tipo de
tratamiento quimio o radioactivo que ha afectado sus gametos. Es asi que el objetivo de
este trabajo fue implementar una técnica para desarrollar la espermatogénesis in vitro en
bovinos. Para ello se cultivé dos tipos de cortes de tejido testicular (pequefio 0,25 cm3 y
0,5 cm3 grande) de 6 bovinos, 3 prepuberales y 3 adultos en una interface liquido-gas,
utilizando como soporte cubos de agar. El experimento prepuberal tuvo una duracion de
82 dias y en el caso del tejido adulto 17 dias. EI medio de cultivo estaba conformado
principalmente por MEM y FBS (10%). En el caso de los animales prepuberales se evalu6
parametros como: el didmetro de los tabulos seminiferos, area del tejido testicular,
viabilidad de gonocitos al dia 82. Se encontrd diferencias estadisticamente significativas
con un p =0,00 en el didmetro de los tabulos seminiferos (comparacion dia 0 y 82 dias).
Ademas, en el area del tejido en el corte pequefio y grande se consiguié un p=0,035 y
p=0,0 respectivamente es decir se dieron cambios significativos. Ademas, se obtuvo una
supervivencia aproximada del 6,12% de gonocitos y aproximada 28,19% en células
somaticas después de 82 dias in vitro. No obstante, no se logré culminar con éxito la
induccion de espermatogénesis. Por su parte en el caso del tejido adulto se evalud
morfologia, diametro tubular y viabilidad espermatica. Dentro de la morfologia al dia 17
se encontrd presencia de células de Sertoli, Leydig y peritubulares al igual que
espermatozoides. En cuanto a la variacion del diametro de tubular, se encontré en el corte
pequefio, con un valor p de 0,27, que la variacion no fue significativa. Igual resultado se
encontrd en el cultivo del corte grande con p de 0,52 con variacion no significativa.
Finalmente, se encontré que el porcentaje de viabilidad no cayd hasta el dia 13 con un
valor p 0,13. De esta manera, en el dia 13 se obtuvo cerca de 60% de viabilidad para el
corte pequefio alrededor de 58% % de viabilidad para el corte grande.

Palabras clave: Reproduccion, bovinos, espermatogénesis, proliferacion, diferenciacion,
in vitro, criopreservacion, gametos, infertilidad.



ABSTRACT

Based on the current knowledge of spermatogenesis, this research project represents a
contribution to the bovine reproduction since it implemented a technique to develop in vitro
spermatogenesis in these animals from testicular tissue samples. In Ecuador, livestock activity
is one of the most representative and constitutes a self-employment activity in most of the
population that performs it. The productive growth of livestock areas, whether large or small,
depends to a large extent on the effective reproduction of their specimens, which is why this
research presents an innovative proposal of in vitro reproduction, which allows strengthening
livestock and contributing to the growth of economic profitability and the preservation of
livestock breeds. Spermatogenesis is a complex process characterized by having two phases:
proliferation and differentiation, by means of these phases male gametes are obtained from
spermatogonial stem cells. This procedure varies depending on the species and in the case of
bovines, it consists of 14 stages. In vitro spermatogenesis, on the other hand, is fulfilled when
laboratory conditions are optimal, and it is considered as an alternative to cryopreservation or
in vitro fertilization when the latter cannot be determined. In vitro spermatogenesis results in
the generation of male gametes and is a procedure that can be used in animals with reduced
fertility, infertile or that have been subjected to some type of chemo or radioactive treatment
that has affected their gametes. Thus, the objective of this research work was to implement a
technique to develop in vitro spermatogenesis in cattle. For this, two types of testicular tissue
cuts (small-0.25 cm3 and large-0.5 cm3) were cultured from 6 bovines, 3 prepubertal and 3
adults, in a liquid-gas interface, using agar cubes as support. While the prepubertal experiment
lasted 82 days, the adult tissue lasted 17 days. The culture medium consisted mainly of MEM
and FBS. In the case of the prepubertal ones, parameters such as the diameter of the
seminiferous tubules, testicular tissue area, and viability of day 82 gonocytes were evaluated.
Statistically significant differences were found with a value of p = 0.00 in the diameter of the
seminiferous tubules (comparison days 0 and 82). In addition, a value of p =0.035 and p = 0.0
were obtained in the area of the tissue in the small and large cut, respectively. That is to say,
significant changes were obtained. Moreover, an approximate survival of 6.12% in gonocytes
and 28.19% in somatic cells was obtained after 82 days in vitro. However, the induction of
spermatogenesis was not carried out successfully.

On the other hand, in the case of adult tissue, morphology, tubular diameter and sperm viability
were evaluated. Within the morphology, Sertoli, Leydig and peritubular cells were found as
well as spermatozoa in 17 days. Regarding the variation of tubular diameter, it was found in
the small cut with a p-value of 0.27, which variation was not significant. The same result was
found in the culture of the large cut with a p-value of 0.52 (no significant variation). Finally, it
was found that the viability percentage did not decline until day 13 with a p-value of 0.13. In
this way, on day 13, about 60% viability was obtained for the small cut and around 58%
viability for the large cut.

Key words: Reproduction, bovines, spermatogenesis, proliferation, differentiation, in
vitro, cryopreservation, gametes, infertility.
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1. Introduccién

1.1. Generalidades

1.1.1. Bovinos.

Los bovinos son mamiferos rumiantes, alimentandose principalmente de forraje, clave para
su desarrollo. Estos animales se encuentran dentro de la subfamilia de los bdvidos y entre los
maés famosos estan los Bos primigenius taurus, grupo constituyente a las vacas y toros (Gasque,
2008). La actividad ganadera ha sido una de las mas importantes y significativas que genera el
producto interno bruto en latino américa (Marizancén & Artunduaga, 2017). Ademas, los
bovinos pueden clasificarse segun el fin productivo que se le dé al animal siendo 3 las
categorias; carne, leche y mixto (INATEC, 2016).

1.1.2. Importancia de los bovinos en el Mundo.

La ganaderia a nivel mundial constituye un eje sumamente importante en el sector
alimenticio. Segun la Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) el cuarenta por ciento (40%) de la produccién mundial agricola corresponde
al sector bovino, lo cual representa un aporte para mas de mil millones de personas en el mundo.
Los datos anteriores evidencian las exigencias en produccion que existen en este sector
agricola, por lo que es un mercado en constante crecimiento y que amerita innovacion
apresurada en todos los ambitos, desde la reproduccién de los animales hasta su
comercializacion (FAO, 2018). En cuanto al ganado lechero, en 2017 la FAO indic6 que la
produccion de leche a nivel mundial podria llegar a los 833,5 millones de toneladas. Este
consumo se realizara principalmente en los continentes asiatico y americano (2017).

1.1.3. Importancia de los bovinos en el Ecuador.

En el Ecuador la ganaderia es considera una fuente de autoempleo para las familias que

habitan las zonas rurales del pais, ademas de las grandes empresas dedicadas a estas

actividades. No obstante, ocupa el 68% del suelo agricola y solo contribuye en un 11% al PIB
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del pais; por lo tanto resulta una actividad ineficiente (Zambrano, 2018). Se debe recalcar que
esta actividad esté vinculada a las tres regiones del Ecuador (costa, sierra y oriente) (Ministerio
de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca, 2017). Y genera productos (carne, leche y
derivados) que satisfacen necesidades alimenticias de primera linea, estos productos junto a los
huevos son el 34% de la proteina consumida a nivel mundial (FAO, 2018).
1.1.4. Ganado carnico y leche en el Ecuador.

Es asi que en el 2017 el MAGAP, proclamd al Ecuador como pais autosuficiente en cuanto
a la produccidn de carne, llegando en ese afio a 200 mil toneladas métricas de carne (Ministerio
de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca, 2017). Ademas, el ganado lechero generan
cerca de 5,3 millones de litros por dia, dato para el 2018 (Centro de la Industria Lactea del
Ecuador, 2018).

1.2. Reproduccién sexual.

Los bovinos utilizan como mecanismo para la produccion de descendencia la reproduccion
sexual. Dentro de este procedimiento participan dos tipos de 6rganos sexuales conocidos como
gonadas. La masculina se la denomina testiculo y la femenina ovario (Hernandez, 2018). El
éxito de la reproduccion, su eficiencia y efectividad son claves para un aporte significativo a
la economia de las granjas o espacios ganaderos, ya sean pequefios o grandes, por consiguiente,
es necesario el aporte de la ciencia con metodologias innovadoras.

1.2.1. Gonadas masculinas.

El testiculo corresponde a las gonadas masculinas, se caracteriza por ser glandulas con dos
funciones: enddcrina y citdgenica. En estos Organos se producen las células sexuales
denominados espermatozoides y las hormonas masculinas como la testosterona y en pequefias
cantidades estrogenos. Los testiculos estan cubiertos por una capa fina de piel llamada escroto,
que cumple la funcion de proteccion y tiene glandulas sudoriparas. Por debajo del escroto, se

encuentra la tlnica dartos, equivalente del tejido subcutdneo y que gracias a las fibras
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musculares que la componen reacciona a los cambios de temperatura moviendo el testiculo
dentro de la cavidad escrotal de arriba hacia abajo (Hernandez, 2018).

En la parte externa del testiculo se encuentran la tinica albuginea que cubre a los tibulos
seminiferos, los cuales se conectan a una red testicular. Y a su vez, esta desemboca en la cabeza
del epididimo, directamente al segmento inicial del conducto del epididimo. El epididimo
conducto del epididimo se divide en tres zonas: cabeza, cuerpo y cola, su funcién es primordial
ya que es en este lugar en el cual los espermatozoides maduran (Hernandez, 2018).

1.3. Espermatogénesis.

La espermatogénesis es un proceso complejo en el cual participan células madres
espermatogoniales en un estado poco diferenciado y que través de la proliferacion y
diferenciacion se convierten en gametos masculinos, los espermatozoides (Agarwal & Sharma,
2013).

La renovacion de las células madres y la posterior mitosis de las espermatogdnias se
establecen como las dos etapas proliferativas de la espermatogenesis, a las que se suman luego
la meiosis y espermiogénesis (Takahashi & Yamanaka, 2006). En esta Ultima etapa de la
espermatogénesis se convierten las espermatidas haploides en espermatozoides (Zini &
Agarwal, 2014).

Los espermatozoides tienen como caracteristica principal ser una célula con capacidad
fértil para la transferencia génica a futuras generaciones, por lo que forma parte de la linea
germinal. Existen varios factores y células que resultan ser claves dentro del proceso de la
espermatogénesis; entre las mas importantes estan las células madre espermatogoniales, células
de Leydig, células de Sertoli, hormonas entre otras (Griswold, 2016).

1.3.1. Espermatogénesis en mamiferos.
La produccion de gametos (gametogénesis) se da en cada especie animal de formas

diversas, ya que este depende de varios factores especificos. En el caso de los mamiferos la
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produccion de gametos se da a la par de la apoptosis de células gametogénicas defectuosas,
consiguiendo un equilibrio perfecto entre estos dos procesos. Para que este proceso se
mantenga en equilibrio se encuentra como reguladoras del ciclo celular las quinasas
dependientes de ciclina (Cdks) y el centrosoma. Cuando se presentan cambios en estas
proteinas automaticamente el ciclo celular se detendrd, ademas se promovera la apoptosis al
disminuir la proteccién del p53 (Joachim, Stukenborg, & Luetjens, 2007).

La espermatogénesis en los mamiferos estd constituida por tres fases principales. La
primera parte es conocida como mitosis, en la cual las células entran en un proceso de division.
Posteriormente, las células entran a un proceso de reduccion del nimero de cromosomas en las
fases de meiosis | 'y Il y de esta manera se consiguen espermatidas haploides. Para finalizar en
la tercera fase, las espermatidas entran a la espermiogénesis en la cual se diferenciaran hasta
Ilegar a espermatozoides, proceso el cual es guiado por vias autocrinas, enddcrinas, paracrina,
y juxtacrinas (Chocu, Calvel, D Rolland, & Pineau, 2012).

1.3.2. Espermatogénesis en bovinos.

Gran parte del testiculo esta conformada por los tabulos seminiferos, en estos se ubican
espermatozoides y células espermatogoniales en diferentes estadios de maduracion y
proliferacion. De esta manera, las células con un estadio de diferenciacion terminal
(espermatozoides) se encuentran cerca de la luz del tabulo mientras que las células con menor
diferenciacion se encuentran hacia la lamina basal (Agarwal & Sharma, 2013).

A medida que las células espermatogoniales van diferenciandose, a fin de poder
distinguirlas en sus diferentes estadios se les ha colocado una nueva nomenclatura. Por lo tanto,
se inicia con espermatogonia fetal esta pasara a ser una espermatogonia postnatal de transicion
(gonocitos), y posteriormente una tipo A. Las espermatogonias tipo A, estas células aun tiene

caracteristicas de células madre y son las que entraran al proceso de mitosis alli se generaran
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las espermatogonias tipo B y posteriormente los espermatocitos primarios, secundarios,
espermatidas y espermatozoides (Agarwal & Sharma, 2013).

En bovinos el ciclo de la espermatogénesis dura alrededor de 61 dias, dividiéndose en tres
fases principales la espermatocitogénesis o fase proliferativa con una duracion de 21 dias, la
meiosis que dura alrededor de 23 dias y finalmente espermiogénesis con 17 dias (Staub &
Johnson, 2018).

En la primera fase se la proliferacion de espermatogonias, existen tres tipos de células: las
células madres, espermatogonias en proceso de diferenciacion y espermatogonias en
proliferacion. Las primeras células son la linea base germinal para el proceso y se caracterizan
por tener la capacidad de repoblar epitelio seminifero en caso de dafios.

1.3.2.1. Mitosis.

La primera division celular se da con la espermatogonia A, (en los toros), la cual se divide
y genera dos células hijas conocidas como espermatogonias A1, una de las células permanecera
como célula madre mientras que la otra continuara el proceso de diferenciacion. Esta célula
continta con la division mitética originando a las espermatogonias A. La division continda
formando la espermatogonias As, intermedias, B: y B2 sucesivamente. Estas células se ubican
en la lamina basal del tubulo seminifero. Las células espermatogoniales B> que se encuentre
en un estado mayor de diferenciacion se dividiran dando origen a los espermatocitos
preleptoténicos, los cuales duplican su ADN sin dividirse (de 23 a 46 pares de cromosomas),
(De Rooij & Griswold, 2012).

1.3.2.2.  Meiosis.

Los espermatocitos primarios entran a la meiosis | con 46 pares de cromosomas, en esta

fase se da una reduccion cromosomica obteniendo dos células hijas con 23 pares de

cromosomas. Estas células resultantes se las denomina espermatocitos secundarios. Estas
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células entran a la meiosis Il dividiéndose y cada una genera dos espermatidas redondas
haploides (Griswold, 2016).
1.3.2.3.  Espermiogeénesis.

En esta fase las espermatidas sufren un proceso de transformacion hasta convertirse en
espermatozoides pasando por 4 etapas: la fase de Golgi, la de capuchon, la acrosomal y la de
maduracién. En la fase de Golgi, este organelo se acerca al ndcleo y cambia hasta transformarse
en la vesicula acrosomal del espermatozoide. En la siguiente fase (del capuchén) el nlcleo se
compacta y la vesicula acrosomal recubre al nucleo en forma de capucha, ademas se detiene la
replicacion y transcripcion ya que las histonas son sustituidas por protaminas. En la tercera
fase, las mitocondrias se agrupan cerca del nlcleo y forma la parte media y la morfologia del
espermatozoide queda definida. En la dltima fase, la de maduracion, la cabeza del
espermatozoide toma la forma caracteristica de cada especie y finalmente los espermatozoides
son liberados a la luz de los tubulos seminiferos (Olivera, Ruiz, Tarazona, & Giraldo, 2006).

1.3.3. Células madre espermatogoniales.

La capacidad de autoproliferacion y diferenciacion son caracteristicas de las células madre,
y en el caso del epitelio germinal, las células madre espermatogoniales (SSC), la unica célula
con la capacidad de transmitir informacion a traves de las generaciones, en animales de sexo
masculino. Estas células son la base del proceso de la espermatogénesis con una capacidad
pluripontencial (De Rooij & Griswold, 2012).

Con el avance de la ciencia se ha encontrado que este tipo celular tiene la capacidad de
generar las tres capas embrionarias a nivel de laboratorio, esto aportaria en gran medida a los
avances dentro de la medicina regenerativa. A nivel ético al ser consideradas células adultas
no presentan ninguna implicacion, no obstante, su uso debe ser controlado ya que existen

factores epigenéticos asociados.
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1.4. Espermatogénesis in vitro.

La espermatogénesis in vitro nace como una herramienta que busca satisfacer las
necesidades que por alguna razon el uso de otras herramientas como la criopreservacion y la
fecundacién in vitro no son suficientes. La espermatogénesis in vitro es una técnica nueva
utilizada principalmente cuando los animales han sufrido dafios a nivel de su sistema
reproductor lo cual ha ocasionado que sus gametos estén dafiados o no puedan producirse.
Estos problemas se dan cuando los animales han sido expuestos a procesos de radiacion,
quimicos, se encuentran en periodo prepuberal o tienen problemas de fertilidad.

Esta técnica tiene como fundamento utilizar como linea base a las células madres
espermatogoniales y su propiedad de autoproliferacion y diferenciacion. Estas en condiciones
adecuadas in vitro semejantes a las naturales generan espermatozoides (Kanatsu-Shinohara,
Takehashi, & Shinohara, 2008). Factores que influyen en el cultivo a largo plazo de células
espematogoniales bovinas.

Dentro del cultivo in vitro de células madre espermatogoniales existen factores que
influyen en su crecimiento. Uno de los factores es la poli-L-lisina que promueve el crecimiento
células germinales e inhibe la proliferacion de células somaticas. Este factor de crecimiento en
cuanto a rendimiento es superior al encontrado en otros compuestos como Dolichos biflorus
aglutinin (DBA), colageno, la gelatina, o aglutininas (Sahare, y otros, 2015).

Adicionalmente, es necesario que el medio de cultivo contenga suplementos con el fin de
aumentar los indices de supervivencia, uno de ellos es el (KSR) ideal para el mantenimiento

de gonocitos (Sahare, y otros, 2015).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general.

Implementar una técnica para desarrollar la espermatogénesis in vitro en bovinos.

2.2. Objetivos especificos.

- Probar un sistema de interface aire-liquido para el desarrollo de la espermatogénesis in vitro
en bovinos

- Evaluar el efecto del tamafio de tejido testicular en el desarrollo de la espermatogénesis in
vitro en bovinos.

- Evaluar el grado de respuesta espermatogenica durante el cultivo in vitro a través de

técnicas histologicas y estereoldgicas.
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3. Area de estudio

Para el presente proyecto se utilizd 3 pares de testiculos de bovinos jovenes donados de la
finca Paluguillo km 13 via a Papallacta, en la cual se utiliza las castraciones dentro del manejo
rutinario de los animales. Al trabajar con material animal y castracion testicular se obtuvo la
aprobacion del Comité de Etica en el Uso de Animales en Investigacion y Docencia de la
USFQ. Ademas, se obtuvo 3 pares de testiculos de bovinos adultos, provenientes de la
Empresa Publica Metropolitana de Rastro Quito.

En los dos casos (testiculos de bovinos prepuberales y adultos), una vez recolectado el
material se colocé de forma inmediata en hielo y se lo transport6 a las instalaciones de la
Universidad San Francisco de Quito. Dentro de las instalaciones del laboratorio de
biotecnologia animal y siguiendo todos los protocolos de bioseguridad se procedio a lavar y
limpiar los testiculos. Posteriormente se obtuvo trozos grandes de testiculos los cuales se los
llevé al cuarto de cultivo del instituto de microbiologia. Alli siguiendo el protocolo de cultivo
in vitro se procedid a obtener los trozos de tejido testicular definitivos que serian utilizados
para el cultivo. Posteriormente, se realiz6 un procesamiento histolégico a los tejidos obtenidos
del cultivo in vitro en los laboratorios de Biotecnologia Animal de la USFQ y Patologia del

area de Sanidad Animal en Agrocalidad, ubicado en Tumbaco.
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4. Justificacion

La creciente demanda de productos de origen ganadero en los ultimos afios ha
impulsado a la ciencia a buscar nuevas herramientas tecnologicas y biotecnologicas que
permiten cubrir estos requerimientos (FAO, 2018); (Paiva, McManus, & Blackburn, 2016) .
De esta manera, técnicas como la inseminacion artificial y la criopreservacion buscan
conservar el material genético de animales con alto valor o de razas de ganado en peligro de
extincién (Devi & Goel, 2016). Sin embargo, existen ocasiones en las que los animales se ven
expuestos a factores internos o externos que pueden provocar grandes cambios en su sistema
reproductor, destruyendo sus gametos; en estos las técnicas mencionadas anteriormente
resultan obsoletas.

Por esta razdn, la espermatogénesis in vitro es una nueva alternativa para animales
prepuberales, con problemas de fertilidad, que sufren muerte repentina o aquellos que han
sufrido tratamientos con radiacion o quimioterapias (Onofre, Baert, Faes, & Goossens, 2016).
Mediante este procedimiento se pretende realizar la diferenciacion de células madre
espermatogoniales in vitro hasta conseguir gametos masculinos con la capacidad de trasmitir
informacion a generaciones futuras (Zini & Agarwal, 2014). Ademas, se utilizo tejido testicular
de bovinos adultos, evaluando la viabilidad de los espermatozoides con el paso del tiempo bajo
condiciones in vitro. Este punto es importante ya que permite encontrar nuevas técnicas de
supervivencia y proliferacion del material genético y con esto es posible el desarrollo de

modelos de conservacion y reproduccion eficiente (Strand et al., 2016).



5. Materiales

5.1. Procesamiento del material.

- 3 pares de testiculos de toros adultos

- 3 pares de testiculos de bovinos prepuberales
- Cooler

- Cajas Petri

- Pinzas y bisturi

- Bandeja de diseccion

- Balanza

- Pinzas y bisturi estériles

5.2. Cultivo in vitro tejido testicular.

- Trozos de tejido testicular adulto 0,25 cm3y 0,5 cm?®
- Trozos de tejido testicular prepuberal 0,25 cm®y 0,5 cm?®
- 9Placas de 12 pocillos
- Pinzas estériles
- Pipetas
- Medio Minimo Esencial (Minimun Essential Medium, MEM) 1X
o 10% MEM 10X
o 1.7% Bicarbonato de sodio
o 2% L-glutamina
o 1% Aminoacidos no esenciales
o 1% Penicilina/Estreptomicina
o 3% HEPES buffer

o 0.4% Gentamicina (10 mg/mL)
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Fungizone (anfotericina B)

Suero Fetal Bovino

Camara de flujo laminar

Incubadora de CO2

5.3. Viabilidad espermatozoides (tejido testicular adulto).

Trozos de tejido testicular adulto corte pequefio y grande (cultivados in vitro).
- Caja Petri

- Pinzas estériles

- Bisturi

- Pipetas

- Tubos Eppendorf

- PBS

- Azul tripan

- Portaobjetos y cubreobjetos

Microscopio electronico

5.4. Andlisis histoldgico.

Alcohol (etanol) de 100%, 95% y 70%
- Tubos Falcon de 15 mL

- Xilol

- Xilol: Paraplast (1:1)

- Xilol: Paraplast (1:2)

- Paraplast (Parafina 100%)

- Solucién de Bouin:

o 70% Acido picrico saturado

o 25% Formaldehido
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o 5% Acido acético glacial
- Moldes para inclusion en parafina
- Micrétomo
- Pincel
- Pinzas
- Bafio maria
- Portaobjetos y cubreobjetos
- Hematoxilina de Harris
- Medio para montaje

5.5. Analisis estadistico de resultados.

Programa ImageJ

Programa Estadistico SPSS

Minitab

Excel

6. Métodos

6.1. Recoleccion y procesamiento del material.

Se utiliz6 3 pares de testiculos de bovinos prepuberales donados de la finca Paluguillo y 3
pares testiculos de bovinos adultos obtenidos de la Empresa Publica Metropolitana de Rastro
Quito. Se transporto los testiculos en un cooler con hielo a 4 °C a las instalaciones de la
Universidad San Francisco de Quito. En el laboratorio de Biotecnologia Animal se procedio a
lavarlos utilizando agua comun y con la ayuda de las pinzas y el bisturi se retir6 el escroto, la
tlnica vaginal parietal, capas externas del testiculo y el epididimo. Una vez limpios se procedid
a pesar cada uno de los testiculos. Posteriormente se realizé cortes con las pinzas y bisturi
estériles para obtener trozos grandes de testiculo y se los colocé en cajas Petri para ser

transportados al laboratorio de cultivo celular del Instituto de Microbiologia.
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6.2. Disefo experimental.
6.2.1. Fijadores.

Se utilizd dos tipos de soluciones; Bouin. Para el experimento con tejido testicular adulto
se fijo las muestras desde el dia O hasta el 82 con intervalos de 3-4 dias aproximadamente. De
igual manera, se realizé el mismo procedimiento para las muestras del tejido testicular adulto
desde el dia 0 hasta el dia 17con intervalos de 3-4 dias aproximadamente. En cada oportunidad,
los tejidos permanecieron 48 horas en fijador y se colocaron en etanol al 70% v/v a 4°C hasta
el momento del procesamiento histoldgico.

6.2.2. Tamaio.

Se utiliz6 dos tamafios de trozos testiculares 0,25 cm® y 0,5 ¢cm® en lo sucesivo
denominados tamafio pequefio y grande respectivamente. De esta manera, se busc6 encontrar
la diferencia entre la captacion de nutrientes en relacion a la superficie de contacto del tejido.
Cada tipo de trozo se cultivo in vitro en el caso del tejido testicular prepuberal por 82 dias y en
el tejido testicular adulto por 17 dias.

6.3. Cultivo in vitro.

En el laboratorio de cultivo celular del Instituto de Microbiologia dentro de una cdmara de
flujo laminar se procedio a cortar trozos testiculares de aproximadamente 0,25 cm®y 0,5 cm?®
del tejido testicular adulto y prepuberal. Se coloco cada trozo de cada animal y tipo de corte y
origen del testiculo (adulto o prepuberal) en un tubo falcon de 15ml con medio MEM, dejando
las muestras en reposo. Se identificd con marcador cada uno de los tubos, nombrandoles por
numero de animal (1, 2, 3), corte (pequefio y grande) y testiculo (adulto y prepuberal).
Adicionalmente, se prepar6 bloques de agar (con autoclavado previo) de 1 cm? de superficie y
3-5 mm de altura, en los que se colocaron el material tisular de cultivo. Una vez que se dejé

reposar, se cultivo los trozos de tejido en 9 placas con 12 pocillos.



26

Para preparar el sistema agar-tejidos se realizd una limpieza a la cdmara de flujo laminar
utilizando alcohol al 100%. Se introdujo a la cAmara el material necesario para el cultivo
(pinzas estériles, medio MEM, suero fetal bovino, Fungizone, tubos falcon vacios, tubos con
las muestras y las placas para el cultivo) desinfectdndolo previamente en sus partes externas
con etanol al 70% v/v. Después se prepard el medio de cultivo en un tubo falcon (10% suero
fetal bovino en MEM y 1 uL/mL de Fungizone). Una vez preparado el medio, se abrié una por
una las placas de 12 pocillos para el cultivo y se les colocd en el centro de cada pocillo un
blogue de agar. Se coloc6 5 mL de medio de cultivo en cada pocillo, sin que este llegue a cubrir
el blogue de agar. Con la ayuda de las pinzas estériles se fue colocando una muestra (de cada
tratamiento) sobre cada blogue de agar/pocillo. Se identifico las placas y los pocillos con el
nombre de cada tratamiento. Finalmente, cada tres o cuatro dias de cultivo se renovo el medio
de los pocillos y se retir6 del cultivo una muestra de tejido de 0,25 cm®y una de 0,5 cm?® para
ser fijadas (solucion de Bouin).

6.4. Andlisis histologico tejido testicular adulto.

Cada tres o cuatro dias se tomo una muestra de tejido correspondiente a cada tipo de corte,
y se las fijo en solucion de Bouin, en tubos Falcon de 15 mL; evitando el contacto con la luz
por 48 horas. Después se realizo el procedimiento para la inclusion en parafina. Para ello se
paso las muestras que se encontraban en Bouin a etanol al 70% v/v por al menos 1 horaa 4 °C,
tratando de remover la solucién fijadora. Posteriormente se coloco los tejidos en alcohol al
70% por 15 minutos. Se saco las muestras y se las coloco en etanol al 95% por un lapso de 20
minutos repitiendo el procedimiento 3 veces. Una vez transcurrido ese tiempo se las coloco en
alcohol al 100% por 20 minutos realizando este procedimiento por triplicado. Se retiré el
alcohol y se colocd por 10 minutos una solucion de xilol, posteriormente se coloco en una
nueva solucion de xilol esta vez por 5 minutos repitiendo el procedimiento 2 veces. A

continuacion, se retird la solucion y se colocé una de xilol: Paraplast (1:1) durante 45 minutos
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(a 60 °C a partir de este paso). Al terminar este paso se coloco los tejidos en una solucion de
xilol:Paraplast (1:2) por 45 minutos. Transcurrido ese tiempo se movid las muestras a una
solucién 100% de parafina (Paraplast) por una media hora repitiendo 2 veces el procedimiento.
Para finalizar se coloc6 la muestra en moldes de acero y se formaron los bloques con el cassette
histoldgico utilizando parafina derretida y dejando solidificar a temperatura ambiente. Se
mantuvo los cubos en refrigeracion hasta el momento del corte.

En el laboratorio de Agrocalidad con la ayuda de un micrétomo semi-automatico se realizo
cortes del tejido de 5 um de grosor. Con la ayuda de un pincel se colocd el corte en un bafio de
flotacion a 40°C. Alli se mantuvo el corte hasta ser recolectado con un portaobjetos (limpios y
previamente cubiertos de polilisina).

Una vez que se obtuvo los cortes con el micrétomo, se procedio a retirar la parafina del
corte. Para ello se inicid6 con una solucion de xilol por tres minutos por triplicado.
Posteriormente, se colocé los portaobjetos en alcohol al 100% por 1 minuto. Transcurrido ese
tiempo se cambid a alcohol al 95% de igual manera por 1 minuto. Finalmente se hidraté el
tejido utilizando agua destilada por 2 minutos, repitiendo el procedimiento por 3.

6.5. Tincion hematoxilina tejido testicular adulto.

A las placas que han sido retiradas el exceso de parafina e hidratas se les coloco una gota
de hematoxilina de Harris por un periodo de aproximadamente 15 segundos. Posteriormente
se lavo las placas con agua destilada para retirar el excedente de colorante y se llevo a una tina
con agua comun para que el colorante reaccione con los elementos del agua y cambie su
coloracion.

Se lavaron las laminas con agua destilada y se mantuvieron en agua. Se lavo las placas con
agua destilada y se coloco en alcohol al 95% por un minuto repitiendo el proceso por duplicado.
Paso ese tiempo se coloco en alcohol al 100% por 1 minuto repitiendo el proceso agua

destilada. Después se realizo por triplicado la adiccion de xilol a las muestras. Al finalizar se
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coloco una gota de medio de montaje y un cubreobjetos, dejdndose secar toda la noche. Se
observé al microscopio transcurrido el tiempo de secado.

6.6. Analisis de Resultados tejido testicular prepuberal.

Se reviso los cultivos semanalmente para ver evidencia de la espermatogénesis in vitro. De
igual manera, se reviso el diametro en los cultivos. Finalmente, con los datos arrojados por el
programa SPSS se realiz6 graficas en Excel y Minitab.

6.7. Analisis de Resultados tejido testicular adulto.

Una vez que se obtuvo las placas con tincién hematoxilina se las observé en el microscopio
utilizando aumentos de 4x, 10x y 40x. Se tomé foto en cada uno de los aumentos y se observé
el estado de los tubulos seminiferos y las células presentes para una descripcion futura.
Ademas, analizé las fotografias tomadas en 10x utilizando el programa ImageJ para obtener
los datos del didmetro de los tubos en cada muestra, se utiliz6 como referencia cuadricula de
microscopio (10x). Se ordeno los datos y se utilizé el programa SPSS, la opcién One-Way
ANOVA con el fin de analizar si los factores del tratamiento fueron significativos. Finalmente,
con los datos arrojados por el programa SPSS se realizo graficas en Minitab y Excel.

6.8. Viabilidad espermatozoides tejido testicular adulto y dia 82 tejido testicular

prepuberal.

Cada tres o cuatro dias se sacO una muestra correspondiente a cada tratamiento. Esta
muestra se la coloco en tubos falcon con medio MEM para ser transportados desde el
laboratorio de cultivo celular al laboratorio de biotecnologia animal. Se colocé cada una de las
muestras en cajas petri y se agrego una gota de PBS. Con la ayuda de pinzas y bisturi se realizo
una maceracion hasta conseguir un liquido blanco/amarillo. Posteriormente se coloc en tubos
eppendorf el liquido blanco/amarillo y se afadi6l5 ulL de azul tripdn mezclandolos bien.

Después, se colocd una gota de esta solucidn en un portaobjeto, se colocé el cubreobjeto y se
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observo en el microscopio. Se observé en un aumento de 10x y se busco en varios campos

Opticos al azar, contando alrededor de 150 espermatozoides entre vivos y muertos.
7. Resultados

7.1. Andlisis de tejido testicular prepuberal.

Se revisd semanalmente los tejidos cultivos para ver evidencia de la espermatogénesis in
vitro. Se encontré que del dia 0 al 30 la cito arquitectura permaneci6 constante y a partir del
dia 30 se empez0 a deteriorar el tejido hasta el dia 82. Con el paso del tiempo los tabulos
seminiferos fueron variando su didmetro y perdiendo luz. Ademas, se evalu6 el diametro de
los tubulos seminiferos.

7.1.1. Analisis diametro de los tabulos seminiferos tejido testicular prepuberal dia 0
vs 82. Tejidos pequeiios y grandes.

Se midio el didmetro de los tubulos seminiferos correspondientes a cada uno de los
tratamientos del tejido testicular prepuberal. Se realizo la comparacion entre el dia 0 y el dia
82 de los dos tratamientos (cortes pequefios y grandes, Figura 1). Se utilizé la prueba estadistica
utilizando ANOVA, se encontré que no existe diferencia significativa entre cortes. No
obstante, al comparar cada corte del dia 82 con el inicial se encontrd que existe una diferencia
estadisticamente significativa con un p =0,00 (p < 0.05) (tablal). Se emple6 Tukey para
comparar los diferentes dias y ver como el promedio va bajando; Es decir el diametro de los
tubulos seminiferos con el paso del tiempo fue decreciendo en tamafio de forma significativa.
En el dia 0 el didmetro de los tabulos seminiferos tenia un promedio de 376 + 120,13 um,
mientras que el dia 82 en el corte pequefio fue de 101 + 9,64 um y en el corte grande de 99,49
+ 19,67 um.

7.1.2. Andlisis area tejido testicular prepuberal.
Se midio el area del tejido de cada uno de los tratamientos cada 3-5 dias, desde el dia 0 al

43. Al comparar el area del tejido correspondiente al corte pequefio desde el dia 0 al 43 se
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encontrd con un valor de p=0,035 (p < 0.05) que los cambios en el area del tejido son
estadisticamente significativos. De igual manera, al realizar la comparacion de los tejidos
grande en el tiempo se observd que el area del tejido tiene una variacién estadisticamente
significativa con un p = 0,00 (p < 0.05). Al realizar el método Tukey se observd que existe
diferencia entre el dia 9 con los dias (3, 6, 12, 15, 31 y 43) y el dia 37con los dias (3, 12 y 15)
Figura 2.

7.1.3. Andlisis viabilidad tejido testicular prepuberal dia 82.

Se realizé el conteo de los gonocitos y células somaticas vivas y muestras en el dia 82, para
demostrar que se pudo mantener en cultivo in vitro. Se encontr6 una supervivencia aproximada
del 6,12% de gonocitos y aproximada 28,19% en células somaticas y una mortalidad
aproximada del 4,63% de gonocitos y aproximada 61,06% en células somaticas (tabla 2).

7.2. Andlisis de tejido testicular adulto.

A partir de las placas obtenidas de la tincion con hematoxilina, se realizd una comparacion
en el tiempo (dia 3, 6, 10, 13 y 17) de todos tratamientos (animales (1, 2, 3) y corte (pequefio
y grande). Se buscé diferencias significativas en cuanto a cambios morfoldgicos en el tiempo
y con respeto al tipo de corte. Ademas, se evaluo el didmetro de los tubulos seminiferos de
cada muestra con el paso del tiempo. Finalmente, se analizé el comportamiento de la viabilidad
de los espermatozoides hasta el dia 17.

7.2.1. Anélisis Morfoldgico de tejido testicular adulto.

Se observo la morfologia de cada uno de los tubulos de las muestras, el estado de las células
presentes y la presencia o no de espermatozoides. En este se observé que en el trascurso del
tiempo la arquitectura de los tabulos seminiferos fue cambiando. Una caracteristica particular
en los tubulos fue la pérdida de luz. No obstante, se mantenia la presencia de células somaticas

entre ellas Sertoli, unas pocas de Leyding, peritubulares en algunos casos y espermatozoides
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hasta el dia 17. Esto se puede observar en los diferentes Figuras de la 3 a la 8, que ilustran los
tratamientos y el paso del tiempo del dia 0 al 17 con intervalos de 3 a 4 dias.
7.2.2. Anélisis didametro de los tibulos seminiferos tejido testicular adulto, tamafio
pequefio.

Se analiz6 la variacion en el diametro de los tdbulos seminiferos de cada una de las
diferentes muestras del tejido testicular adulto con un tamafio de 0,25 cm? de los tres animales.
Al realizar la prueba t de Student se encontré un valor p de 0,27 (p > 0.05), por lo tanto, ratifica
que la variacion del diametro de los tubulos seminiferos en el tiempo no es estadisticamente
significativa (tabla 3). Con los datos obtenidos es posible observar en la figura 10 no
presentaron variacion en el didmetro promedio de los tbulos seminiferos a lo largo del tiempo
(dias 3, 6, 10 y 13).

7.2.3. Anélisis diametro de los tubulos seminiferos tejido testicular adulto, tamafio
grande.

Para cada muestra del tejido testicular adulto con un tamafio de 0,5 cm? de los tres animales.
Se analizo la variacion en el diametro de los tubulos seminiferos en el tiempo. Al realizar la
prueba t de student se encontré un valor p de 0,52 (p > 0.05), por lo tanto, ratifica que la
variacion de la viabilidad de espermatozoides en el tiempo no es estadisticamente significativa.
Con los datos obtenidos es posible observar en la figura 10 no presento variacion en el diametro
promedio de los tabulos seminiferos a lo largo del tiempo (dias 3, 6, 10 y 13) tabla 4).

7.2.4. Analisis diametro de los tubulos seminiferos tejido testicular adulto por dia.

Se realiz6 una comparacion entre la variacion del diametro de los tubulos seminiferos de
los dos cortes por cada dia. Al realizar el Anova comparando entre cortes por cada dia, se
obtuvo que solo en el dia 3 fue estadisticamente significativo con un valor p de 0,008, es decir

(p < 0.05). En los dias 6, 10,13 y 17 los valores p fueron de (0,065; 0,141; 0,997; 0, 396) es
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decir (p > 0.05), por lo tanto, no hubo una variacion estadisticamente significativa en esos dias
tabla 5.

En la figura 11 se puede observar que el diametro promedio de los tibulos seminiferos del
corte pequefio en el dia 3 con un valor de 131,66 um + 6,78 es menor al diametro promedio del
corte grande con un valor de 153,6 um * 5,85. No obstante, en el dia 13 los valores se revierten
ya que le corte pequefio termina con un didmetro promedio de 156,33 um + 8,91 y el corte
grande con un valor de 148,00 um + 4,67.

7.2.5. Andlisis viabilidad tejido testicular adulto tamafio pequefio.

Las diferentes muestras del tejido testicular adulto de tamafio pequefio no presentaron
variacion en los porcentajes de viabilidad de los espermatozoides a lo largo del tiempo. Al
realizar la prueba t de Student se encontré un valor p de 0,41 (p > 0.05), por lo tanto, ratifica
que la variacion de la viabilidad de espermatozoides en el tiempo no es estadisticamente
significativa (tabla 6). En el dia 3 se encontro el mayor nimero de espermatozoides vivos con
un porcentaje de viabilidad del 78,06%z+ 13,59 y el dia 13 con un porcentaje de viabilidad del
60,7%= 1,44 con el menor numero de espermatozoides vivos (Figura 12).

7.2.6. Andlisis viabilidad tejido testicular adulto tamafio grande.

Al analizar cada una de las muestras del tejido testicular adulto de tamafio grande se
observé que no existe variacion en los porcentajes de viabilidad de los espermatozoides a lo
largo del tiempo (dias 3, 6, 10 y 13). Al realizar la prueba t de student se encontré un valor p
de 0,13 (p > 0.05), por lo tanto, ratifica que la variacion de la viabilidad de espermatozoides en
el tiempo no es estadisticamente significativa (tabla 7).

En el dia 6 se encontrd el mayor nimero de espermatozoides vivos con un porcentaje de
viabilidad del 63,74% + 3,37 y el dia 3 con un porcentaje de viabilidad del 53,22% + 4,35 se

con el menor nimero de espermatozoides vivos (Figura 13).
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8. Discusion

Al cultivar tejido testicular prepuberal por 82 dias monitoreando diferentes parametros, se
encontr6 que el medio y el ambiente de cultivo fueron idéneos para mantener gonocitos
presentes en animales pre-puberales. No obstante, no se logré culminar con éxito el proceso de
diferenciacion de las células madre espermatogoniales hasta conseguir espermatozoides. Asi
mismo, al probar las mismas condiciones de cultivo con tejido testicular adulto, se encontro
que durante 17 dias no hubo una variacidon estadisticamente significativa en la viabilidad de los
espermatozoides presentes en los tejidos, demostrando que es un ambiente propicio para estas
células. Sin embargo, ratifica que hubo una carencia de factores que permitan desencadenar el
proceso de diferenciacion, en el experimento con tejido testicular proveniente de animales
prepuberales.

8.1. Tejido testicular.

Uno de los retos mas grandes dentro de la biotecnologia de la reproduccion ha sido
entender el mecanismo de la proliferacion y posterior diferenciacion que engloba a las células
madre espermatogoniales (SSC) y su desarrollo a nivel de laboratorio. Al ser un procedimiento
que se encuentra asociado a varios factores externos e internos que lo hacen ain mas
complicado para que se dé in vitro. Ademas, si a esto se le suma la necesidad de las células en
formar agrupaciones entre ellas constituyendo nichos especificos de crecimiento, la
complejidad del procedimiento aumenta (Hunter, Schumann, Anand-Ivell, & lvell, 2012).

Por esta razon en este proyecto se utilizé tejido testicular, con el objetivo de que el
desarrollo de los espermatozoides se dé en un ambiente similar al que se encuentra en los
testiculos. Es indispensable, que se cree un sistema equilibrado entre SSC y células somaticas.
Al trabajar con tejido testicular se encontrardn células somaticas que aporten a la
espermatogénesis; entre ellas estan las células de Sertoli que son claves ya que apoyan el

desarrollo de las células germinales proporcionando nutrientes, apoyo fisico y sefales
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hormonales (Kim, y otros, 2015). De igual manera las células de Sertoli son las reguladoras
del proceso de la espermatogénesis ya que por via de la accion de la FSH, estas células secretan
glicoproteinas (inhibina, transferrina y ceruloplasmina) implicadas en el proceso (Barrios,
2002).

Ademas, se utiliz6 un método de cultivo con una interface liquido- gas, en el cual los trozos
de tejido fueron colocados en la parte superior de un bloque de agar, y se lleno las placas con
medio de cultivo sin que este rebase el cubo de agar. Esta metodologia fue escogida con el
objetivo de que se dé una trasmision eficiente de los nutrientes y el oxigeno a los tejidos. Otra
ventaja al trabajar con tejido testicular, es que en este, a diferencia del cultivo celular, no es
necesario la utilizacion de enzimas para la disociacion tisular (Kim, y otros, 2015).

Para el tejido testicular prepuberal se cultivé por 82 dias, ya que la espermatogénesis en
bovinos in vivo dura 60 dias, al no estar en el ambiente natural esperdbamos que este proceso
se demore mas de lo habitual. Ademas, en este trabajo se utilizd células provenientes de
bovinos menores a 3 meses, por lo tanto, el estadio de diferenciacion de las células madres
espermatogoniales no estaba presente.

8.2. Andlisis de tejido testicular prepuberal.

Los resultados arrojados, independientemente del tratamiento utilizado, demostraron que
no se culmind con éxito el proceso de espermatogénesis al utilizar tejido testicular prepuberal
en estadio de gonocitos. Para el cultivo se emple6é un medio formado en gran parte por MEM
medio esencial minimo, se opto por utilizar este medio ya que existen investigaciones que
validan su uso como por ejemplo en el cultivo de tejido testicular en ratas (Reda, Kjartansdottir,
Svechnikov, Sdder, & Stukenborg, 2014). En los cuales se ha demostrado que ha sido de gran
contribucion para el desarrollo de las celulas de Sertoli y Leydig; las mismas que apoyan el

desarrollo de la espermatogénesis in vitro. Ademas, es utilizado para cultivos de células
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embrionarias en suspension y células adherentes de mamiferos, ya que contiene aminoacidos
(Arora, 2017).

Ademas, se utilizo suero fetal bovino el cual tiene el potencial de ayudar a la proliferacion
y diferenciacion de células germinales y somaéticas. En otro trabajo de investigacion se
realizaron pruebas sobre el porcentaje de concentracion del suero fetal bovino vs la
concentracion de células germinales y se encontrd que no existe una diferencia significativa al
variar las concentraciones de FCS (Erazo, 2017), que usualmente se usa en concentraciones de
10 a 20%.

Para la evaluacién del progreso de la espermatogénesis in vitro se sac6 una muestra del
cultivo cada 3 a 4 dias y se observé la arquitectura de los tubulos seminiferos y la presencia de
células. Desde el dia 0 al 82 Unicamente se logré divisar gonocitos y células somaticas (Sertoli
Leydig, entre otras) es decir se mantuvieron en el tiempo sin presentar cambios en su estadio
de diferenciacion. Sin embargo, se dio un cambio en el didmetro de los tabulos seminiferos
dandose una reduccién. Segun, la literatura en algunas ocasiones factores termodindmicos
provocan la degeneracion testicular y con ello la afectacion de los tabulos seminiferos y por
consiguiente se ve afectada la espermatogénesis (Sierra, Universidad Coperativa de Colombia).
Por su parte en otro trabajo indican que un aumento en la temperatura puede provocar que los
tubulos seminiferos pierdan luz. (Huanca, Coronado, & Galloway, 2015). En este experimento
la temperatura fue constante por lo que no pudo ser el factor causante de que los tdbulos hayan
perdido luz con el paso del tiempo.

Ademas, se evalud el area del tejido testicular prepuberal de todos los tratamientos con el
paso del tiempo. Al igual de lo ocurrido con el diametro de los tabulos seminiferos, el area del
tejido disminuyé considerablemente con los dias, esta variacion se pudo dar por factores del
microambiente como la temperatura o falta de nutrientes que obligaron al tejido a reducir su

tamafio con el fin de que las células madres espermatogoniales y las somaticas puedan
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sobrevivir. Otro factor que se pudo dar es la muerte celular quizés por apoptosis 0 necrosis,
recordando que la espermatogénesis es un proceso dinamico y equilibrado entre la
proliferenciacion, diferenciacion y muerte celular, esta Gltima actia como mecanismo para
controlar el nimero de células germinales y eliminar a las que se encuentran dafiadas. Ademas,
es necesario recalcar que cuando se da el proceso de diferenciacion de los gonocitos a
espermatozoides existe una etapa en la que se produce apoptosis y muchas células mueren, al
inicio de la primera ola espermaética (L6pez-Trinidad, y otros, 2016).

En otro experimento realizado en el 2015 con tejido testicular neonatal de raton a los que
se les cultivo in vitro, se les indujo a la espermatogénesis positivamente y se consiguio
descendencia con los espermatozoides obtenidos. En este tejido habia la presencia de
gonocitos. Al igual que en este trabajo se utiliz6 una interface gas-liquido para el cultivo celular
y se utilizé como soporte cubos de agarosa a los que se les colocé el tejido en la parte superior.
Asi mismo, el periodo de observacion de los cultivos coincide con nuestra metodologia que
fue de 3 a 4 dias, con la diferencia en que se utilizo un estereomicroscopio equipado con una
luz de excitacion para GFP (proteina verde fluorescente), exadmenes histoldgicos e
inmonohistologicos. Ademas, en el experimento mencionado se utilizo medio MEM, FBS dos
de los factores que fueron parte del medio de cultivo para este trabajo. Sin embargo, otros
elementos que utilizaron y no estuvieron presentes en esta tesis fueron: Factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF, Activina A, hormona estimulante del foliculo (FSH) de pituitaria
humana, testosterona, BMP-4 humana recombinante, BMP-7 humana recombinante y extracto
de pituitaria bovina (Sato, y otros, 2011). Varios de estos factores utilizados cumplen funciones
estimulantes y hormonales para las células germinales y somaticas ayudando a que se dé la
espermatogénesis, al no estar presentes en el medio de cultivo utilizado en esta tesis, se
convierte probablemente en uno de los factores para que no se haya logrado obtener los

espermatozoides.
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De igual manera, segun otros autores, factores como la vitamina A, especificamente su
metabolito &cido retinoico es esencial para que las espermatogonias entre a la profase de la
meiosis celular y posteriormente se dé la maduracion de dichas células. Este factor fue probado
en roedores para analizar los efectos negativos de su ausencia. En estos se encontrd que en
ausencia de vitamina A, en estos animales se da una falla en la expresion del gen Stra8,
frenando el inicio de la meiosis y la ola espermética (Ramirez & Prada, 2015). Esto puede
concordar con los resultados que se obtuvo, ya que el medio de cultivo utilizado no fue
suplementado con vitamina A y quizas este fue uno de los factores que impidi6 el desarrollo
germinal. De igual manera, en otro experimento se utilizo como factor la deficiencia de
vitamina A, para inducir a ratones adulto a que cese la espermatogénesis, confirmando que este
es un factor importante. En este experimento se consiguié con éxito el proceso de
espermatogénesis in vitro y ademas se demostré que la induccion de espermatogénesis es
significativamente mayor utilizando donantes jovenes que adultos. Cabe recalcar que en este
experimento, a diferencia del nuestro se agrego un factor de células madre del animal (ligando
Kit) (R&D Systems) y el factor 1 estimulante de colonias humanas (CSF-1) (R&D Systems)
(Sato, y otros, 2015).

En otro experimento en el que se realizo cultivo in vitro con trozos de tejido testicular
prepuberal en ratones, en el cual obtuvieron resultados favorables en la induccion de la
espermatogénesis. En este se comparo las edades de los donantes, los ratones demasiado
jovenes (13 dias) presentaban problemas para la induccidn de la espermatogeénesis, los autores
atribuian que los testiculos de estos animales no se encontraban preparados para afrontar el
proceso de la espermatogénesis. Sin embargo, en los ratones de 14,5 dias la espermatogénesis
se dio con mayor normalidad debido a que ese es el tiempo minimo en el que se completa la
formacion del tubulo seminifero y se logra asociaciones entre células somaticas (Sertoli,

Leydig y peritubulares) y germinales (Kojima, Sato, Naruse, & Ogawa, 2016). Esto
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demostraria que el factor edad del donante es importante para que el proceso de la
espermatogénesis in vitro se desarrolle. En este caso se deberia optar por utilizar bovinos de al
menos 5 meses de edad, ya que segun la bibliografia los tdbulos seminiferos contienen en su
gran mayoria se puede obtener espermatogonias tipo A, ayudando a que el proceso de
diferenciacion sea méas factible (Izadyar, Spierenberg, Creemers, den Ouden, & de Rooij,
2002).

8.3. Analisis de tejido testicular adulto.

Con el fin de demostrar las condiciones de cultivo in vitro como iddneas para la
supervivencia de espermatozoides de bovinos adultos, se realizé el cultivo testicular de tres
muestras de toros. Este cultivo se lo realiz6 por 17 dias, en este se evidencidé que la
citoarquitectura de los tabulos se mantuvo en el tiempo. Células de Sertoli, Leydig y
peritubulares estuvieron presentes, las cuales aportaron al mantenimiento del tabulo y de los
espermatozoides presentes. En la literatura se reporta que es crucial una interaccion y co-
cultivo entre células germinales y somaticas lo cual aporta en gran medida a la diferenciacion,
proliferacion y mantenimiento de los espermatozoides en el cultivo (Komeya, Sato, & Ogawa,
2018). De alli que al mantener estas condiciones utilizando tejido testicular, fue posible
mantener los espermatozoides. Aparentemente el mantenimiento de células terminalmente
diferenciadas como los espermatozoides es suficiente con los aportes del medio de cultivo y la
contribucion de las células somaticas de su microambiente.

Ademas, en los experimentos realizados independientemente de las variables tamafio del
tejido o animal, los resultados de diametro tubular y viabilidad espermatica se mantuvieron
practicamente estables, sin una variabilidad estadisticamente representativa hasta al menos el
dia 13 en cultivo.

Ademas, los valores arrojados de los diametros demuestran que se encuentran dentro del

margen fisiolégico de lo que deberia tener un tdbulo seminifero. Animales maduros
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sexualmente y con un plano nutricional adecuado deben tener un didmetro tubular de entre 200
a 250um (Fossland y Schultze, 1961). Segun estos mismos autores, toros puberes jovenes
deben tener promedios de didmetros tubulares de 150 wm lo cual corresponde con el promedio
obtenido en el presente trabajo (desde el dia 0 al final de los experimentos, aproximadamente
151pum). Ademas al no presentar una reduccion del tubulo seminifero, es posible concluir que
no hubo una afectacion por factores termodindmicos al momento del cultivo (Huanca,
Coronado, & Galloway, 2015).

Finalmente, al evaluar la viabilidad de los espermatozoides de los dos tratamientos desde
el dia 0 al 13 se encontr6 que con el paso del tiempo no presenta una reduccion
significativamente estadistica. De esta manera, en el dia 13 se obtuvo cerca de 60% de
viabilidad para el corte pequefio alrededor de 58% de viabilidad para el corte grande. Si se
compara estos porcentajes con los resultados obtenidos por otras técnicas de conservacion
como la criopreservacion post-congelacion, se observa que estos apenas llegan al 9, 33% de
viabilidad basando en DMSO utilizando tejido testicular de corte pequefio (Chicaiza, 2018).
En otros trabajo se reportaron valores 40% de viabilidad de los espermatozoides obtenidos del
epididimo y hasta un 60% de viabilidad para espermatozoides eyaculados (Curry, 2007). Es
necesario recalcar que a pesar de que la viabilidad de los espermatozoides del epididimo es
alta, la ventaja con los espermatozoides que fueron cultivados en este experimento provienen
del testiculo y estos se caracterizan por tener un contenido optimo de lipidos y colesterol. Esta
caracteristica permite que los espermatozoides mantengan membranas tolerantes a bajas

temperatura y menos permeables (Chicaiza, 2018).
9. Conclusiones
El cultivo in vitro de tejido testicular adulto es una técnica innovadora para la conservacion

de germoplasma, la cual supera el porcentaje de viabilidad de otras técnicas como la

criopreservacion post congelacién y criopreservacion de muestras obtenidas del epididimo. La
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principal limitacion de esta técnica es que fue probada unicamente hasta los 17 dias y no se
conocen datos de la supervivencia de los espermatozoides més all& de esos dias, lo cual podria
ser una desventaja ya que en las técnicas de criopreservacion el germoplasma puede ser
conservado por mayor tiempo. Sin embargo, la proliferacion in vitro de SSC, dado que se logre
la diferenciacion hacia espermatozoides, podria significar una amplificacion de los gametos
disponibles.

Se encontrd que el cultivo de tejido testicular aporté en gran medida al mantenimiento de
los espermatozoides, ya que proporciond un nicho adecuado de desarrollo y mantenimiento
conteniendo células somaticas y germinales. Ademas, la interface liquido- gas ayudd a una
transicion correcta de los nutrientes y oxigeno presentes en el medio de cultivo y atmosfera
gaseosa presente.

En el cultivo in vitro de tejido testicular prepuberal no se consiguié culminar con éxito la
espermatogénesis completa. No obstante, se consiguié mantener por 82 dias gonocitos junto a
células somaticas. Es posible que haya existido una falta de factores esenciales para que las

células madres espermatogoniales logren diferenciarse.

10. Recomendaciones

-Se recomienda utilizar vitamina A en el cultivo in vitro de tejido testicular prepuberal ya
que la investigacion indica que es un posible elemento activador para el proceso de la
espermatogénesis in vitro.

-Se recomienda bovinos de al menos 5 meses de edad para el cultivo in vitro de tejido
testicular prepuberal etapa del animal en que tiene en los testiculos espermatogdnias tipo A, lo
cual posiblemente facilitaria la espermatogénesis in vitro, por tratarse las espermatogonias tipo
A de células mit6éticamente activas y en un estado mas avanzado de diferenciacion.

-Se recomienda prolongar el cultivo in vitro de tejido testicular adulto para encontrar hasta

qué lapso de tiempo los espermatozoides logran sobrevivir en estas condiciones y obtener los
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porcentajes de viabilidad para ser comparados con los obtenidos en otras técnicas como la
criopreservacion.

-Se recomienda la evaluacion de otros pardmetros de calidad espermaética y utilizar
marcadores moleculares para identificar los tipos celulares especificos dentro de los tubulos

seminiferos y el estado en el que se encuentran.
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Tabla 1: Resultados comparacion de diametros de los tibulos seminiferos de los tres

animales, en cada tratamiento para el dia 0 y 82 del cultivo in vitro de tejido testicular

prepuberal.
Animal Corte Diametro promedio | Valor P Tukey
por animal (Agrupaciones)
Dia0 0,000 A
1,00 Pequefio y 321,50
grande
2,00 Pequefio y 291,58
grande
3,00 Pequefio y 512,98
grande
Dia 82
1,00 Pequefio 89,96 B
2,00 Pequefio 107,50
3,00 Pequefio 105,66
1,00 Grande 76,77 B
2,00 Grande 110,72
3,00 Grande 110,96

Tabla 2: Resultados viabilidad de células somaticas y gonocitos 82 del cultivo in vitro

de tejido testicular prepuberal.

Resultados espermatogénesis in vitro dia 82
Animal Gonocitos | Gonocitos  Somaticas | Somaticas = Células
Vivos muertos Vivos muertas Totales
N % N % N % N % N Total
1P 11 6,59 7 4,19 25 14,97 124 74,25 167
2P 6 | 345 4 | 230 22 12,64 | 142 81,61 174
3P 11 759 11 759 36 24,83 87 60,00 145
1G 13| 575 6 | 2,65 76 33,63 | 131 | 57,96 226
2G 18 10,78 12 7,19 67 40,12 70 41,92 167
3G 4 | 256 | 6 | 3,85 674295 79 |50,64 156
Promedio 6,12 4,63 28,19 61,06 100
(%)




Tabla 3: Resultados del didmetro de los tabulos seminiferos tejido testicular adulto,

tamafo pequefio.

Dia Tamanfo Mean Std. Error | Valor P
1 1 131,67 6,78 0,27
2 1 153,00 5,85
3 1 149,73 3,68
4 1 153,50 9,74
5 1 156,33 8,91

Tabla 4: Resultados del didmetro de los tabulos seminiferos tejido testicular adulto,

tamafo grande.

Dia Tamanfo Mean Std. Valor P
Error
1 2 153,61 4,31 0,52
2 2 137,15 5,69
3 2 169,41 13,77
4 2 153,46 3,62
5 2 148,00 4,67

Tabla 5: Resultados del didmetro de los tubulos seminiferos tejido testicular adulto,

comparacion por dia de los dos cortes.

Dia Tamario Mean Std. Valor p

Error

1 1 131,67 6,78 0,008

1 2 153,61 4,31

2 1 153,00 5,85 0,065

2 2 137,15 5,69

3 1 149,73 3,67 0,141

3 2 169,42 13,77

4 1 153,50 9,74 0,997

4 2 153,46 3,62

5 1 156,33 8,90 0,396

5 2 148,00 4,66
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Tabla 6: Resultados de la viabilidad de los espermatozoides en funcion del tiempo en

el tejido testicular adulto, corte pequefio.

Tiempo | % Viabilidad | SEM | Valor P
dia 3 78,06 13,59 0,41
dia 6 62,42 6,14

dia 10 65,60 1,97
dia 13 60,70 1,44

el tejido testicular adulto, corte grande.

Tiempo | % Viabilidad | SEM | Valor P
dia 3 53,22 4,35 0,13
dia 6 63,74 3,37
dia 10 61,77 1,73
dia 13 57,99 1,01

Tabla 7: Resultados de la viabilidad de los espermatozoides en funcién del tiempo en
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13. Figuras
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Figura 1: Variacion del diametro de los tibulos seminiferos del tejido testicular

prepuberal, corte pequefio y grande en los dias 0 y 82 de cultivo in vitro. En orden dia 0,

corte pequefio y corte grande.
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Figura 2: Variacion del area del tejido testicular prepuberal, corte pequefio desde el

dia 0 al 43 del cultivo in vitro. Barra de error = SEM (Standard error of the mean).
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Figura 3: Variacion del area del tejido testicular prepuberal, corte grande desde el dia

0 al 43 del cultivo in vitro. Barra de error = SEM (Standard error of the mean)
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Figura 4: Evaluacién morfoldgica de los tibulos seminiferos del tejido testicular

adulto, animal 1 corte pequefio; a través del tiempo desde el dia 0 al 17.
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Figura 5: Evaluacion morfoldgica de los tubulos seminiferos del tejido testicular

adulto, animal 2 corte pequefio; a través del tiempo desde el dia 0 al 17.
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Figura 6: Evaluacion morfologica de los tabulos seminiferos del tejido testicular

adulto, animal 3 corte pequerio; a través del tiempo desde el dia 0 al 17.
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Figura 7: Evaluacion morfoldgica de los tubulos seminiferos del tejido testicular

adulto, animal 1 corte grande; a traves del tiempo desde el dia 0 al 17.
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Figura 8: Evaluacion morfologica de los tabulos seminiferos del tejido testicular

adulto, animal 2 corte grande; a través del tiempo desde el dia 0 al 17.
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Figura 9: Evaluacion morfolégica de los tubulos seminiferos del tejido testicular

adulto, animal 3 corte grande; a través del tiempo desde el dia O al 17.
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Figura 10: Variacion del didmetro de los tubulos seminiferos vs el tiempo (dias 3, 6,
10 y 13) figura azul corte pequefio 0,25 cm3 'y figura roja grande 0,5 cm3 de tejido testicular

adulto de los tres animales. Barra de error = SEM (Standard error of the mean).
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Figura 11: Variacion del porcentaje de viabilidad de los espermatozoides vs el
tiempo (dias 3, 6, 10 y 13) en el corte pequefio 0,25 cm3 de tejido testicular adulto

correspondiente a los tres animales. Barra de error = SEM (Standard error of the mean).
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Figura 12: Variacion del porcentaje de viabilidad de los espermatozoides vs el
tiempo (dias 3, 6, 10 y 13) en el corte grande 0,5 cm3 de tejido testicular adulto

correspondiente a los tres animales. Barra de error = SEM (Standard error of the mean).



