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Resumen

La regulaciéon redox por especies reactivas de oxigeno (EROs) tiene un papel
fundamental en la sefializacion celular ya que participa en las decisiones de
proliferacion y diferenciacion celular. La espermatogénesis es un proceso complejo que
involucra tanto la auto-renovacion de las células madre espermatogdnicas como su
diferenciacion en espermatozoides haploides maduros. La sefial de diferenciacion de
este proceso incluye la modulacién de los niveles de EROs. Asi, la expresion de
enzimas antioxidantes, incluyendo las superoxido dismutasas (SOD), que controlan la
produccion de H>O», podria tener un papel fisiologico en espermatogénesis. De forma
adicional, se asume que niveles descontrolados de EROs podrian afectar la produccion

de espermatozoides.

Con el fin de estudiar la participaciéon de la SOD2/MnSOD en este proceso, se
emplearon ratones WT C57BL6/J, asi como ratones SOD2"- y SOD2"**. Los ratones se
sacrificaron a las 6 semanas, justo antes de alcanzar la madurez sexual, y a las 10 y 24
semanas de edad. Los testiculos fueron extraidos y conservados para estudios
inmunohistoquimicos y de biologia molecular. Las secciones de testiculo se tifieron con
DAPI para visualizar la morfologia nuclear y se observaron a microscopia confocal para
llevar a cabo un recuento de células espermatogénicas. De forma adicional, se extrajo su
ARNm y se empled para llevar a cabo una PCR semicuantitativa para analizar los
niveles de expresion de PGP9.5, Sycp3 y Shippol como marcadores de
espermatogonias, espermatocitos y células haploides, respectivamente. Finalmente
también se realizo una PCR cuantitativa y una inmunofluorescencia para el receptor de

androgenos (AR).
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1. Testiculos

Los testiculos son organos ovoides pares del aparato reproductor masculino. Se
encuentran alojados, en el caso de los roedores, dentro de la cavidad abdominal y, en el
caso de los humanos, fuera de ésta, en el escroto [1]. Sus dos funciones principales son
la produccion de gametos masculinos o espermatozoides (espermatogénesis) y la
sintesis de hormonas sexuales masculinas o andrégenos (esteroidogénesis). Los
andrégenos, principalmente la testosterona, son indispensables para la espermatogénesis
ya que cumplen una funcidon importante en la adquisicion del fenotipo masculino por el
embrion y son la causa de las caracteristicas fisicas y psicoldgicas masculinas

(dimorfismo sexual).

1.1. Estructura del testiculo

Los testiculos estan recubiertos por una céapsula gruesa de tejido conjuntivo denso
denominada tunica albuginea que contiene vasos sanguineos en su parte interna. Cada
testiculo estd dividido en unos 250 lobulillos por tabiques incompletos de tejido

conjuntivo que se proyectan desde la capsula (Figura 1).

Cada uno de estos lobulillos testiculares esta
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., Figura 1. Anatomia del testiculo. Tomada de
de unos 50 cm y un didmetro de entre 150 y [2%

250 pm [2].

El testiculo posee una lamina propia formada por tejido conjuntivo multiestratificado.
En los roedores estd compuesta por una Unica capa de células mioides y fibrillas

colagenas, mientras que en el ser humano aparecen de tres a cinco capas.



Introduccion

Ademads, en cada tibulo, se forma una barrera hematotesticular (BTB) como
consecuencia de las uniones especializadas que se dan entre células de Sertoli (Figura
2), que lo divide en un compartimento basal (en el que quedan restringidas las
espermatogonias y espermatocitos primarios) y otro adluminal (en el que se encuentran
los espermatocitos secundarios y las espermatidas) [3]. Esta barrera, ademads, tiene
como funcion aislar las células espermatogénicas del sistema inmunitario, ya que la
composicion del liquido en los tubulos seminiferos y las vias espermaticas difiere

considerablemente de la composicion del plasma sanguineo y de la linfa testicular.

1.2. Tipos celulares del testiculo

A
Spermatozoa A‘. }\ (
Spermatid

Round Spermatid
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Adluminal
Compartment
Preleptotene =/
S
Spermatocyte ?
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Figura 2. Histologia del tibulo seminifero. Tomada de [5].

El testiculo esta compuesto por varios tipos celulares, como se observa en la Figura 2:

- Células mioides peritubulares: se encuentran rodeando la pared externa del tubulo, se
contraen de forma ritmica creando ondas peristalticas que contribuyen al movimiento
de los espermatozoides y el liquido testicular a lo largo de los tubulos seminiferos

hacia las vias espermaticas [4].

- Células de Leydig: son células poliédricas de gran tamaio que se encuentran en el

espacio intersticial entre los tibulos seminiferos. Secretan testosterona desde las
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primeras etapas de la vida fetal que bien puede difundir hacia el tibulo seminifero o

hacia los vasos sanguineos del espacio intersticial [3].

- Células de Sertoli: son células de sostén con una morfologia cilindrica y unas
prolongaciones apicales y laterales extensas que se propagan desde la membrana basal
hasta el lumen del tibulo rodeando a las células germinales en diferenciacion [3]. Se
encuentran a lo largo de todo el espesor del epitelio seminifero y no se dividen después

de la pubertad.

Intervienen en el intercambio de sustratos y desechos metabodlicos entre las células
espermatogénicas y el sistema circulatorio. Ademads, transmiten sefiales externas y
proveen factores requeridos para la proliferacion y diferenciacion de estas células al
secretar proteina fijadora de andrégenos (ABP) que concentra la testosterona en el
compartimento adluminal del tibulo seminifero [2]. También fagocitan y degradan los
cuerpos residuales que se forman en la ultima etapa de la espermiogénesis asi como

cualquier célula espermatogénica que no llegue a diferenciarse por completo [5].

- Células espermatogénicas: son células que se dividen y se diferencian con regularidad
en espermatozoides maduros. Derivan de células germinativas primordiales originadas
en el saco vitelino que colonizan las crestas gonadales durante la etapa inicial del
desarrollo de los testiculos. Se organizan en capas mal definidas de desarrollo
progresivo. Existen cuatro tipos principales segun su grado de diferenciacion:

espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides.

1.3. Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso por el cual se producen los espermatozoides,
comienza poco antes de la pubertad bajo la influencia de las concentraciones cada vez
mayores de ganodotrofinas hipofisarias y continta durante toda la vida. Es un proceso
de division y diferenciacion de las células germinales masculinas que ocurre dentro de

los tubulos seminiferos del testiculo [3]. Se divide en tres fases distintas:
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- Fase espermatogdnica o mitética: en ella las espermatogonias se dividen por mitosis

para reemplazarse a si mismas y se diferencian en espermatocitos primarios.

Las células madre de las espermatogonias (SSC) se consideran células individuales
localizadas en la membrana basal de los tabulos seminiferos. En roedores, estas
células se denominan espermatogonias A “single” (As) y sufren divisiones mitdticas
con frecuencia, pudiendo originar nuevas SSC para mantener el reservorio de estas
células o, por el contrario, dividirse para transformarse en espermatogonias mas

diferenciadas [3, 6-8].

De esta forma, una espermatogonia As puede formar dos espermatogonias en
diferenciacion que permanecen conectadas mediante un puente intercelular,
denominadas A “paired” (Ap). Estas, se expanden de forma clonal mediante
divisiones mitdticas formando cadenas de 4, 8, 16 y 32 espermatogonias A
“aligned” (Aa1). En la literatura, con frecuencia, se refiere a las espermatogonias As,

Apr y Aal como espermatogonias indiferenciadas [9].

Las espermatogonias Aa se diferencian sin dividirse en espermatogonias Aj, que se
dividen de forma mitotica para formar cadenas de espermatogonias Az, A3z, As,

intermedias y, finalmente, B [9, 10] (Figura 3).

As — Apr — Ay — Al — Ap — Ay — A4 — | — B — Spc
1 [2] [4»8»16] [16] [32] [64] [128] [256] [512] [1024]

€) man

@) (2| & @&
Adark = Apale — B — Spc
] 1 2] 4]

':l Progenitor cell

Spermatogonial stem cells

Undifferentiated spermatogonia

Figura 3. Representacion esquematica de la fase espermatogoénica en ratones
y humanos. Tomada de [11], con modificaciones.

Estas espermatogonias B sufren la ultima division mitotica para dar lugar a los

espermatocitos primarios.
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Por el contrario, en humanos, se encuentran dos tipos de poblaciones diferentes de
espermatogonias A. Por un lado estan las oscuras (Aqd) que son las células madre del
epitelio seminifero, se dividen para dar lugar a un par de espermatogonias Aqg 0 a un
par de espermatogonias claras (A,). Estas estan predestinadas a seguir el proceso de
diferenciacion, por lo que sufren varias divisiones mitdticas consecutivas y se

diferencian en espermatogonias B (Figura 3).

- Fase espermatocitica o meidtica: durante la cual los espermatocitos primarios sufren

dos divisiones meioticas para reducir la cantidad de cromosomas y el contenido en

ADN, dando lugar a células haploides denominadas espermétidas (Figura 4).

/i'/ ;
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G
/ / Residual bodies
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/,
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.. ©_———Spermatozoa
. ™ J

Figura 4. Representacion esquematica del proceso de espermatogénesis
Tomada de [2].
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Los espermatocitos primarios en fase de preleptotene replican su ADN y en la fase de
zigotene se produce el apareamiento de los cromosomas homologos, tras el cual entran
en paquitene, fase que dura varias semanas. Continta con una fase breve de diplotene
en la que las parejas de cromosomas se separan parcialmente. Tras ésto, las células
sufren su primera division meiodtica para convertirse en espermatocitos secundarios,
que rapidamente pasan por una segunda divison meiodtica dando lugar a espermétidas

redondas haploides [12].

Durante el estado inicial de preleptotene de la meiosis, los espermatocitos pasan a
través de la barrera hematotesticular moviéndose desde la membrana basal hacia el

compartimento adluminal [13-14].

Una vez alli, las células germinales continlian diferencidndose en espermatozoides en
un microambiente definido y protegido. Sin embargo, ya que la BTB impide que las
células germinales en el compartimento adluminal accedan a factores aportados por el
sistema circulatorio, las células de Sertoli han de satisfacer las necesidades de las

células germinales mas maduras [15-16].

-Fase de espermiogénesis: en la cual las espermatidas, que ya no experimentan
divisiones celulares, se diferencian en espermatozoides maduros al formar y
desarrollar el acrosoma y el flagelo, condensar la cromatina, elongar el ntcleo y

eliminar el citoplasma [4, 17] (Figura 4).

Los espermatozoides son las células sexuales masculinas. Estan formados por una
cabeza que consiste principalmente en el nucleo de la célula y tiene su cromatina
altamente condensada y el acrosoma, que contiene enzimas importantes para el proceso
de fertilizacion. El cuello es corto y contiene un centriolo y nueve columnas

segmentadas de material fibroso que se contintian en la cola y rodean el axonema [2].
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1.4. Regulacion de la espermatogénesis por androgenos

La hormona esteroidea testosterona es el principal andréogeno en el testiculo que regula
la espermatogénesis [3]. Se produce en las células de Leydig en respuesta a la
estimulacion con hormona luteinizante (LH) y actia como un factor paracrino que
difunde hacia las cé€lulas de Sertoli. Los efectos de los andrégenos estdn mediados por el
receptor de androégenos (AR) que es una proteina localizada en el nucleo y citoplasma.
La testosterona se une al AR citoplasmatico, haciendo que éste se trasloque al nucleo y
medie las respuestas funcionales requeridas para soportar la espermatogénesis. En el
testiculo, la testosterona también interactua con el AR expresado en las células de
Leydig, células mioides peritubulares, musculo liso de las arteriolas y células
endoteliales vasculares [3]. No hay receptores funcionales para andrégenos en células

germinales [18].

La testosterona resulta indispensable para cuatro procesos criticos que tienen lugar

durante la espermatogénesis:

- Mantenimiento de la BTB: los elevados niveles de AR pueden facilitar el transporte
dependiente de testosterona de proteinas de la BTB, ya que en ausencia de AR la
expresion de al menos 3 proteinas de union de la BTB estd disminuida [19]. La
sefializacion mediada por testosterona acelera la cinética de internalizacion de
proteinas de la BTB desde la superficie celular e induce la expresion de proteinas que

regulan la transcitosis y el reciclado de proteinas [20-21].

- Meiosis: en ausencia testosterona la espermatogénesis se detiene durante la meiosis,
produciendo que tan solo unas pocas células germinales consigan diferenciarse en
espermatidas y no produciéndose espermatidas elongadas [22]. La privacion de
testosterona altera la expresion y modificacion post-transcripcional de 25 proteinas
que intervienen en el metabolismo oxidativo, reparacion del ADN, procesamiento del

ARN, apoptosis y division meiotica [23].

- Adhesion célula de Sertoli-espermadtida: en ratas con privacion de testosterona, las
espermatidas elongadas estan ausentes debido a que las espermatidas redondas son

separadas de las células de Sertoli de forma prematura [24].
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- Liberaciéon de espermatozoides: en ausencia de testosterona, los espermatozoides

maduros son retenidos y fagocitados por células de Sertoli [25].

2. Especies reactivas de oxigeno (EROs)

El término especie reactiva de oxigeno abarca varias moléculas derivadas del oxigeno

que han aceptado electrones extra y que pueden oxidar otras moléculas [26].

2.1. Produccion de especies reactivas de oxigeno

La mayoria de las EROs derivan de la reduccion de un solo electron del oxigeno (O2)
para formar superdxido (O2-). Dos moléculas de superoxido pueden convertirse en
perdxido de hidrégeno (H202) y una molécula de H2O por las superdxido dismutasas

(SOD).

El peroxido de hidrogeno también puede aceptar otro electron del Fe?* liberado en la
reaccion de Fenton para convertirse en un anion hidroxilo (HO-). Estas tres formas
principales de EROs tienen diferentes reactividades que pueden conducir a diferentes

efectos en la fisiologia celular (Figura 5).

e- .
02 _— 02 " Superoxide Radical
SOD(s)
Fe2* V¥ GPX(s), PRX(s), catalase
OH' «—— H,0, > H,0

Hydroxyl Radical

Hydrogen Peroxide
(Damage)

v

Thiol C:tellullar
Oxidation Signaling

Figura 5. Esquema de la produccion de especies reactivas de oxigeno.
Tomada de [27].
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2.2. Fuentes de especies reactivas de oxigeno

Las EROs se pueden generar exdgenamente por tabaco, drogas, xenobioticos, humos o
radiacion [28], como a nivel endogeno. Las principales fuentes de EROs intracelular
son la cadena de transporte de electrones (ETC), el reticulo endoplasmatico (ER) y el

complejo de la NADPH oxidasa (NOX) [29].
plej

A bajas concentraciones, las EROs estimulan la proliferacion y aumentan la
supervivencia de una amplia variedad de tipos celulares, jugando por tanto un papel
esencial como segundos mensajeros [30]. Estudios en los afios 90 pusieron de
manifiesto que la principal molécula EROs en la sefializacién es el peroxido de
hidrégeno que puede actuar inactivando fosfatasas para facilitar la sefial dependiente de
factores de crecimiento [31]. El peréxido de hidrogeno tiene capacidad para traspasar
membranas. Uno de los mecanismos de sefializacion del perdxido de hidrogeno es a
través de la oxidacion de residuos de cisteina en las proteinas [32]. Alternativamente, la
oxidacion del sitio activo de las cisteinas puede inhibir la actividad y asi cambiar las
cascadas de sefalizacion, principalmente las dependientes de MAPK y PI3K [33]. Estas
cascadas de sefalizacion conducen a la activacion de varios factores de transcripcion
regulados por EROs como AP-1, NF-kB y p53 [34]. También se ha descrito el papel del
superoxido como una molécula de sefializacion independiente. Ademas, otras moléculas
como el peroxinitrito (ONOO-) se pueden formar a través de una reaccion entre el

superoxido y el 6xido nitrico (NO).

Por tanto, las EROs participan de forma fisiologica en procesos de sefializacion y
defensa, incluyendo vasodilatacion, apoptosis, angiogénesis, producciéon de
eritropoyetina y destruccion de bacterias y otros patdogenos por macrofagos [35]. Pero,
las EROs también tienen un papel crucial en la patogénesis de muchas enfermedades,
incluyendo aquellas relacionadas con la diferenciacion celular como el cancer debido a
pérdida de diferenciacion, sindromes de pérdida de masa dsea como consecuencia de la
diferenciacion de los osteoclastos o la diabetes de tipo 2 debida a la desdiferenciacion

de células beta [29].

12
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2.3. Sistemas antioxidantes celulares

Como ya se ha mencionado, las EROs se mantienen en niveles fisioldgicos mediante un
sistema de defensa ya que una produccion excesiva o descontrolada de EROs puede
producir dafio en los acidos nucleicos, proteinas y lipidos, lo cual estd intimamente
asociado con la patogénesis de muchas enfermedades humanas. Esta serie de defensas
antioxidantes endogenas pueden ser no enzimaticas, como la vitamina C y E,
carotenoides y flavonoides; o bien enzimaticas, como la SOD, catalasa, glutation

peroxidasa (GPx), glutation S-transferasa y peroxirredoxina (Prx).

Las SOD actian como primera linea de defensa contra el O, ya que catalizan su
dismutacion en H>O2, que es posteriormente convertido en Oz y H2O por catalasa, GPx
y peroxirredoxinas. Existen 3 isoformas de SOD en funcion del metal que contienen y
su localizacion: SOD1 (CuZnSOD) que se encuentra en el citoplasma; SOD2 (MnSOD)
localizada principalmente en la mitocondria: y SOD3 (CuZnSOD) situada en el espacio

intracelular.

2.4. SOD2

De entre las superdxido dismutasas, SOD2 muestra una mayor importancia bioldgica.
Esto es debido a su localizacién en la matriz mitocondrial, convirtiendo a este enzima
en la primera linea de defensa contra las EROs. Funcionalmente, SOD2 es un
homotetramero de 96 KDa que contiene un atomo de manganeso por subunidad. Este,
se transforma de Mn3" a Mn?* y viceversa durante la dismutacion del O~ [36]. Se ha
demostrado en multitud de organismos el papel fundamental que juega este enzima. Un
ejemplo de ello es la inactivacion del gen que codifica esta proteina en Escherichia coli,
que produce aumentos en la frecuencia de mutacion cuando se cultiva en condiciones
aerobias [37]. La eliminacion de este gen en Saccharomyces cerevisiae aumenta su

sensibilidad al oxigeno [38].

13
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El papel esencial de la SOD2 en el mantenimiento de la funcién mitocondrial se ha
demostrado en estudios con ratones carentes de SOD2, en los que se producia letalidad
neonatal asi como cardiomiopatias y neurodegeneracion que conducian a una muerte
postnatal temprana [39-41], cosa que no ocurre en ausencia de otros tipos de SOD, lo

que muestra su gran importancia a nivel fisiologico.

En modelos murinos de Alzheimer con una sola copia del gen Sod2, se producia una
aceleracion de la enfermedad, que conllevaba una disminucion de la deposicion de la
proteina 3-amiloide en el parénquima y un aumento de ésta en la vasculatura del cerebro
[42]. Asimismo, en estudios gendmicos de tejido cerebral de accidentes
cerebrovasculares (ACV) se identifico Sod2 como uno de los genes mas alterados tras

un ACV [43].

Se encontrd que ratones heterozigotos para SOD2 mostraban un dafio acumulado en el
ADN vy una subsecuente predisposicion al cancer, pero sin ningun impacto en su
esperanza de vida [44]. Pero, en la linea celular de cancer colorrectal humano HCT116,
una sobreexpresion de SOD2 inducia una detencion del crecimiento y un aumento en la

senescencia [45].

Estudios previos de nuestro laboratorio han identificado que altos niveles de SOD2
inducen diferenciacion neuroendocrina, proceso asociado a peor prondstico de cancer de
prostata [46-47], asi como se ha observado un aumento en pacientes de prostata, colon y

pulmoén [48].
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Objetivos

La regulacion redox por EROs tiene un papel fundamental en la sefalizacion celular
dado que participa en las decisiones de proliferacion y diferenciacion celular. Se ha
demostrado recientemente que SOD2 es una pieza clave en la diferenciacion
neuroendocrina en la prostata y participa en otros tipos de diferenciacion celular. Un
complejo e importante proceso de diferenciacion es la espermatogénesis, que consiste
tanto en la autorenovacion de células madre espermatogénicas como en su
diferenciacion hacia espermatozoides haploides maduros. La sefial de diferenciacion de
este proceso incluye una modulacion de los niveles de EROs. De esta forma, la
expresion de enzimas antioxidantes como las SOD, que controlan la produccion de
H>0», podria tener un papel fisioldgico en la espermatogénesis. Por otro lado, se conoce

que niveles descontrolados de EROs podrian afectar la produccion de espermatozoides.

Por ello, el objetivo general de este trabajo es el estudio de la participacion del enzima
mitocondrial SOD2 en los mecanismos de diferenciacion celular en el testiculo a partir

de los siguientes objetivos especificos:

1. Validar la sobreexpresion del enzima SOD2 en los individuos SOD2**, que portan el

transgen que contiene el gen Sod2 humano.

2. Estudiar las diferencias en el peso relativo del testiculo al modificar los niveles

sistémicos del enzima SOD2.

3. Comprobar las diferencias en el namero de células espermatogénicas tras

sobreexpresar los niveles del enzima SOD2.

4. Estudiar la variacion en la expresion de AR al modificar los niveles sistémicos del

enzima SOD?2, analizando su localizacion en el testiculo.

5. Analizar los posibles cambios en la capacidad de fecundacion de los ratones en
funcién de los niveles sistémicos del enzima SOD2 que presenten los individuos

parentales.
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Materiales y métodos

1. Modelo murino

Para la realizacion de todos los experimentos se emplearon ratones de la cepa C57BL/6J
de la colonia SOD2"**. Estos ratones sobreexpresan SOD2 ya que portan un transgen
conteniendo el gen Sod2 humano bajo el control transcripcional del promotor de la 63-
actina humana en heterocigosis [49]. Los ratones fueron amablemente cedidos por la

Dra. Robia Pautler del Baylor College of Medicine de Houston (Texas).

1.1. Establecimiento y mantenimiento de la colonia

Una vez recibidos, los animales se mantuvieron en cuarentena en el Bioterio de la
Universidad de Oviedo y la Dra. Ana Miar los rederivé mediante cruce con hembras
WT superhormonadas. Para ello, se extrajeron los oviductos que contenian los

embriones, se lavaron e implantaron en hembras CD1 pseudoprenadas.

Tanto el disefio del experimento como el método de eutanasia de los animales fueron
revisados y aprobados por el Comité de Etica de Animales de Experimentacion del
Bioterio de la Universidad de Oviedo. De esta forma, todos los animales usados en el

experimento fueron sacrificados mediante inhalacion de COx.

1.2. Genotipado

Al cumplir 3 semanas de edad los ratones fueron destetados de la madre, se les colocod
un pendiente con un nimero identificatorio y se les cortd6 un pequefio fragmento de
rabo, a partir del cual se llevo a cabo la extraccion de ADN y el posterior genotipado.
Para realizar tanto la extraccion de ADN como el genotipado se emple6 el kit MyTaq™

Extract-PCR Kit (Bioline).
- Extraccién de ADN:

En primer lugar, se colocd cada fragmento de rabo en un tubo de 1,5 mL al que se
afiadieron 35 pL de H2O Milli-Q, 10 pL del buffer A y 5 pL del buffer B, agitandose en
un vortex. Posteriormente se incubd a 75°C durante 7,5 minutos y se desactivo por calor

a 99°C durante 15 minutos.
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Luego se centrifugd a 15000 x g durante 1 minuto para que sedimentase el material
insoluble y los restos celulares. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo, a partir

del cual se hizo una dilucion 1:10 en H.O Milli-Q.

- Genotipado:

Para realizar la PCR se uso la siguiente cantidad de cada reactivo por muestra:

-ADN 1:10: 1 pL

- H,O Milli-Q: 5,5 pL

- Oligonucleotidos sentido y antisentido 20 uM: 0,25 pL
- MyTaq HS Red Mix, 2x: 6,25 uL

Los oligonucleétidos fueron adquiridos a Sigma y su secuencia es la siguiente:

Sentido (F): 5’-CCAGTGTTTGCCTTTTATGG-3’
Antisentido (R): 5’-TCGTAGGGCAGGTCGGGGAG-3’

Para realizar la PCR se llevo a cabo el siguiente protocolo:

Tabla 1. Protocolo de PCR del genotipado de los ratones de la colonia SOD2+/++.

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Desnaturalizacion s Hibridacion de - -
. Desnaturalizacion . " Elongacion | Conservacion
inicial oligonucleétidos
95°C /3 min 95°C/15s 63°C/15s 72°C/20s 12°C / hold
1x 34x Ix

El producto de la PCR se resolvid en un gel al 2% de agarosa (Lonza) a 120V (Figura
6).

Figura 6. Gel de electroforesis del genotipado de los
ratones SUPOX. Las calles en las que aparece una
banda son resultados positivos mientras que en las
que no hay son resultados negativos.
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1.3. Disefo experimental

Para llevar a cabo este estudio se empled un total de 24 ratones macho de la cepa

C57BL/6], distribuidos de la siguiente manera:

- 12 ratones con genotipo wild-type (WT), sacrificados en grupos de 4 a los puntos

temporales de 6, 10 y 24 semanas de edad.

- 12 ratones con genotipo SOD2*** (SUPOX), sacrificados en grupos de 4 a los

puntos temporales de 6, 10 y 24 semanas de edad.

De todos ellos se extrajeron ambos testiculos. Uno de los testiculos de cada animal fue
congelado inmediatamente en nitrdgeno liquido y conservado a -80°C para realizar
estudios moleculares, mientras que el otro fue fijado para su uso en estudios

morfologicos.

2. Analisis morfologico

2.1. Fijacion e inclusion de los tejidos

Los testiculos extraidos de los ratones fueron fijados empleando el fijador de Davidson
modificado (mDF), compuesto por 30% formaldehido, 15% etanol y 5% &cido acético,
en rotacion durante 24 horas. Tras este tiempo, se lavaron dos veces con H20O del grifo y
se conservaron en etanol al 70%. La inclusion en parafina del tejido asi como los cortes
histologicos fueron llevados a cabo en la Unidad de Histopatologia Molecular en
Modelos Animales de Cancer del Instituto Universitario de Oncologia del Principado de

Asturias (IUOPA).

2.2. Tinciones de rutina

Se realiz6 una tincién con hematoxilina-eosina y otra tincidon con tricromico de cada
uno de los testiculos para observar el aspecto y orientacion del tejido dentro del bloque

de parafina.
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2.3. Inmunofluorescencia

Se desparafinaron los tejidos en xilol durante dos periodos de 10 minutos, tras lo cual se
rehidrataron en concentraciones decrecientes de etanol: etanol 100% 10 minutos, etanol
96% 10 minutos, etanol 70% 10 minutos y, se lavaron durante 5 minutos en agua

corriente.

Después, se llevo a cabo un tratamiento para eliminar la autofluorescencia del tejido,
que se encuentra principalmente en las células de Leydig. Para ello se lavo en una
solucién de glicina (Sigma-Aldrich) 0,1 M en PBS (Sigma-Aldrich) durante 20 minutos.
Tras ésto, se lavo el tejido en PBS para eliminar la mayor parte de la glicina y se lavo
con agua corriente durante 20 minutos. Posteriormente, se procedio con la recaptacion
antigénica, llevaba a cabo con citrato de sodio 10 mM a pH 6,0 durante 20 minutos,

empleando para ello un horno microondas.

A continuacion se lavo el tejido 5 minutos en TBS y se procedid a su permabilizacion
con una soluciéon 0,1% Triton x-100 (Acros Organics) en TBS durante 10 minutos en
agitacion y se lavd con agua corriente durante 5 minutos. Se bloquearon las uniones
inespecificas con una solucion 1% de albimina sérica bovina (BSA) (Santa Cruz)
durante 20 minutos, tras lo cual se incub6 toda la noche con el anticuerpo primario
policlonal de conejo anti AR (sc-816, Santa Cruz Biotechnology) a una dilucién 1:100

en camara humeda a 4°C.

Al dia siguiente se lavo tres veces con TBS durante 5 minutos y se incubd con el
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con ficoeritrina (545(ex)/
575(em), Jackson Immunoresearch) a una concentracion 1:500 durante 1 hora a 37°C en
camara humeda. Posteriormente, se incubd con una dilucién 1:10000 de 4°,6°-
diamino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich) en TBS filtrado durante 5 minutos en

oscuridad. Luego se lavo tres veces con TBS durante 5 minutos.

Finalmente, se colocd un cubreobjetos sobre la muestra, para lo cual se empled medio
de montaje Fluoromount-G (SouthernBiotech), sellando los bordes del cubreobjetos con

laca. Los tejidos montados se conservaron a 4°C en oscuridad hasta su uso.
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Para realizar el recuento de cada tipo celular: espermatogonias, espermatocitos y células
haploides (espermatidas y espermatozoides), se procedio a la tincién de cada uno de los
cortes histologicos de testiculo con DAPI. Para ello, se llevo a cabo el mismo protocolo
que para la inmunofluorescencia pero, sin llevar a cabo recaptacion antigénica ni

incubacion con anticuerpos.

2.4. Microscopia confocal

Se procedid a la visualizacion de los cortes tefiidos con DAPI en un microscopio
confocal ultra-espectral Leica TCS-SP2-AOBS de la Unidad de Microscopia Fotonica y
Proceso de Imagenes de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.
Se tomaron fotos de 10 tabulos diferentes de cada testiculo, manteniendo las mismas

condiciones entre muestras.

2.5. Recuento celular

Se empleo el programa informatico ImageJ con la aplicacion Cell Counter para llevar a
cabo el recuento de cada estirpe celular. Se contaron las células presentes en 10 tibulos

por cada animal.

3. Estudios moleculares

3.1. Extraccion y cuantificacion de ARN

Se cortd un cuarto del testiculo para extraer el ARN, para ello se afiadieron 500 pL de
TRI Reagent (Sigma-Aldrich) y se homogeneizoé la muestra con un Ultra-Turrax®
(IKA), tras lo cual se dejo reposar la muestra 5 minutos a temperatura ambiente para
asegurar una completa disociacion de los complejos de nucleoproteinas. A continuacion,
se afiadieron 100 pL de cloroformo (Merck) y se agitd energéticamente durante 15
segundos, dejando reposar la muestra 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugé a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C tras lo que se
obtuvieron 3 fases diferentes de las cuales se traspasé a un tubo eppendorf de 1.5 mL la

fase acuosa incolora que contiene el ARN. Se afiadieron 250 pL de 2-propanol
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(ApplyChem) y se mezclo, dejando reposar la muestra 10 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd después a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C. Tras ésto, el
ARN se encontrd en forma de precipitado en el fondo del tubo. Se procedié a su lavado
retirando el sobrenadante y afiadiendo 900 pL de etanol 100%. Se vortexed y se
centrifugd a 12000 x g durante 5 minutos a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se dejo
secar parcialmente el precipitado de ARN, se resuspendio en 100 pL de H2O tratada con

dietilpirocarbonato (DEPC, Fluka) y se almaceno congelado a -80°C.

A continuacion, se procedidé a la cuantificacion del ARN en un NanoDrop 2000

(Thermo-Fisher Scientific).

3.2. RT-PCRy cuantificacion del ADNc¢

Para llevar a cabo la RT-PCR se emple6 el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Se afiadieron por cada muestra 2 pL de RT
Buffer; 2 uLL de primers; 0,8 uL de dNTPs y 1 uL de RTasa. Se completé con ARN y

H>O DEPC hasta llegar a un volumen de 20 pL. Se llevoé a cabo el siguiente protocolo:

Tabla 2. Protocolo de RT-PCR de las muestras de ARN de testiculo.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
25°C /10 min 37°C /120 min 85°C /5 min 4°C /10 min
1x 1x 1x 1x

A continuacion, se procedid a la cuantificaciéon del ADNc en un NanoDrop 2000.

3.3. PCR semicuantitativa

Se llevaron a cabo 4 PCRs semicuantitativas, una por cada gen: PGP9.5, Sycp3,
Shippol, marcadores de espermatogonias, espermatocitos y células haploides
(espermatidas y espermatozoides), respectivamente; y B-actina como control endégeno.
Para ello, se us6 por cada muestra 1,6 uL de Mg?*; 2 uL de buffer; 2 uL de dNTPs; 1,5

pL de primers y 0,2 puL de Taq polimerasa.
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Se usé un volumen de ADNCc de tal forma que la concentracion final fuese de 1 pg/uL, y
se completo hasta el volumen total de 20 pL con H,O Milli-Q. Todos los reactivos para
llevar a cabo la PCR se adquirieron en Sigma-Aldrich. La secuencia de los

oligonucleoétidos fue la siguiente:

Tabla 3. Secuencia de oligonucledtidos de los genes empleados en la PCR semicuantitativa
de cDNA de las muestras de testiculo.

Gen Tamafio (pb) Secuencia de oligonucleotidos

Sentido (F): 5’-GAGATTAACCCCGAGATGC-3’

PGP9.5 168 Antisentido (R): 5-GAAGTTTTCATGCTGGGGC-3"

Sentido (F): 5’-CCCGGGTGATTACTTTCC-3’

Shippol 239 Antisentido (R): 5>-GACCTGGAGTCTTGTGC-3’
Sven3 207 Sentido (F): 5’-CTATCTAATCTTTTTCGACAACAA-3’
yep Antisentido (R): 5’-CTGCTGAGTTTCCATCATAA-3’
facting 154 Sentido (F): 5’-GGTGTATTCCCCTCCATCG-3’

Antisentido (R): 5’-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3’

Los protocolos utilizados para la amplificacion fueron los siguientes:

Tabla 4. Protocolo de PCR semicuantitativa para cada uno de los genes marcadores de estirpes celulares
en las muestras de testiculo.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
Desnaturalizacion Y Hibridacion de - Elongacion -
. Desnaturalizacion . " Elongacion Conservacion
inicial oligonucledtidos final
0, /4 ok 0,
95°C / 5 min 95°c /305 | O0"CO62°CE/ N 9500305 | 72C/10 | 200C /5 min
30s min
1x 35x Ix Ix

*60°C para los genes Sycp3 y Shippol y 62°C para los genes PGP9.5 y B-actina.

Los productos de la PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 4,5% a 100V.

Posteriormente, se cuantificaron las bandas correspondientes a cada gen con el software

informético Image J.
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3.4. PCR cuantitativa

Se llevoé a cabo una dilucion 1:10 del ADNc previamente cuantificado. Todos los
reactivos se adquirieron a Applied Biosystems. Cada muestra de testiculo se amplifico
por triplicado mediante sondas TagMan® para evaluar la expresion de AR
(MmO00442688 ml) y como control enddgeno se empled la subunidad 18S del ARN
ribosomico (MmO03928990 g1). Por cada pocillo se afiadieron 5 pL. de TagMan® 2X
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 uLL de sonda (AR 6 18S) y 4,5 uLL de ADNc
diluido 1:10.

La g-PCR se llevo a cabo en un termociclador 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) localizado en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la

Universidad de Oviedo.

3.5. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Se cortd un cuarto del testiculo y se extrajeron las proteinas usando tampon RIPA que
contiene tres detergentes: dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,1%, Igepal C al 1% y
desoxicolato de sodio al 0,5% en una disolucion 50 mM Tris-HCI pH 7,4 con NaCl 150
mM. A ésta se le afiadio en fresco ditiotreitol (DTT) 1 mM, inhibidores de proteasas
(leupeptina 10 pg/mL, aprotinina 2 pg/mL, pepstatina 1 pg/mL y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM) e inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de sodio
200 uM y fluoruro de sodio 1 mM). Sobre el trozo de testiculo se anadieron 800 puL de
RIPA y se homogeneizo la muestra con un Ultra-Turrax® (IKA), tras lo cual se dejo
reposar 30 minutos en hielo para asegurar una lisis completa del tejido. Posteriormente,
se centrifugd a 15000 x g durante 15 minutos a 4°C, tras lo cual se obtuvieron 3 fases
diferentes: una capa de grasa en la superficie, un precipitado compuesto por restos de
membranas y un sobrenadante en el que se encuentran las proteinas. Este ultimo se
transfirio a un tubo eppendorf. Las proteinas se almacenaron congeladas a -80°C hasta

Su uso.
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A continuacidn, se procediod a cuantificar las proteinas de cada muestra siguiendo el
método Bradford [50]. Se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro Cary 50-MPR
(Agilent Technologies) a 595 nm vy, a partir de ella, se calculd la concentracion de

proteina en cada muestra.

3.6. Western blot

Se cargaron 35 pg de las proteinas previamente cuantificadas en un gel de acrilamida al
12% (Merck) con una proporcion 37,5:1 de 1,5 mm de espesor. Tanto la electroforesis
como la transferencia se llevaron a cabo en un equipo Miniprotean3® (BioRad). Las
membranas PVDF empleadas fueron Immobilon-P (Millipore). Una vez que las
proteinas fueron transferidas, se comprobo6 con la tincion Ponceau-S que habia tenido
lugar una buena transferencia y se bloquearon durante 1 hora con leche desnatada
(Panreac) al 5% disuelta en TBS-T. Posteriormente se incub6 toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario SOD2 1:6000 (06-984, Millipore) o bien con B-actina 1:6000
(sc69879, Santa Cruz) que se empled como control enddégeno. A continuacidn, las
membranas se lavaron tres veces con TBS-T, tras lo cual se incubaron con el anticuerpo
secundario (anti-rabbit 1:8000 (401315, Calbiochem), en el caso de SOD2, o bien con
anti-mouse 1:8000 (sc2060, Santa Cruz), en el caso de B-actina), en leche desnatada al
3% en TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las
membranas tres veces con TBS-T y se procedio a su revelado. Las placas fotograficas se

escanearon y la densidad de las bandas se midi6 con el programa informéatico Image J.

4. Analisis estadistico

Para comparar los datos entre los ratones de diferente genotipo, se llevo a cabo una
prueba t de Student, asumiendo varianzas iguales; mientras que, para comparar los datos
entre ratones del mismo genotipo pero de distinta edad, se realiz6 un test ANOVA de

una via.
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