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RESUMEN

La espermatogénesis es el proceso de diferenciacion de las células madre espermatogoniales en
los espermatozoides, los gametos masculinos, en los testiculos. Aunque es un proceso bastante
conservado en los vertebrados, existen diferencias entre especies que se hacen evidentes tanto
en la anatomia y la organizacion testicular, como en la fisiologia, estrictamente regulada. Desde
principios del siglo XX, existe un interés creciente en la replicacion del proceso
espermatogénico in vitro mediante el establecimiento de sistemas de cultivo de tejido, cultivo
de suspensiones celulares en monocapa o la formacion de estructuras tridimensionales
artificiales. Conseguir el desarrollo de espermatozoides en el laboratorio tiene numerosas
aplicaciones potenciales en el ambito de la investigacion basica y en la clinica. Actualmente,
muchas investigaciones se dirigen al desarrollo de modelos de espermatogénesis in vitro para
la conservacion de la biodiversidad en especies ganaderas o especies amenazadas, y para la
preservacion de la fertilidad en pacientes preadolescentes que van a someterse a tratamientos
oncologicos que pueden poner en riesgo su fertilidad. A pesar de que ha habido avances
importantes en especies modelo como el raton, todavia se requiere un mayor estudio para su
aplicacion en el futuro.

Palabras clave: biodiversidad, células germinales, células madre espermatogoniales,
espermatozoides, fertilidad, tejido testicular

ABSTRACT

Spermatogenesis is the process of differentiation of spermatogonial stem cells into
spermatozoa, the male gametes, in the testes. Although it is a conserved process in vertebrates,
there are differences between species that are evident both in the anatomy and testicular
organization, as well as in the strictly regulated physiology. Since the beginning of the 20"
century, there has been a growing interest in the replication of the spermatogenic process in
vitro through the establishment of tissue culture, monolayer cell suspensions culture systems or
the formation of artificial three-dimensional structures. Achieving the development of
spermatozoa in the laboratory has got numerous potential applications in the field of basic
research and in the clinic. Nowadays, much research is directed at the development of in vitro
spermatogenesis models for the conservation of biodiversity in livestock or endangered species
and for the preservation of fertility in preadolescent patients, who are going to undergo
oncological treatments that may put their fertility at risk. Although there have been important
advances species like mouse, further study is still required for its application in the future.

Key words: biodiversity, fertility, germ cell, spermatogonial stem cells, spermatozoa, testis
tissue



ABREVIATURAS

3-LGS
DMSO
EGP
FBS

FSH
GDNF
GnRH
ICSI
IGF-1
LH
MCS
MEM
PGCs
PModS
ROSI
SACS
SCF
SRY
SSC
TGF-a

sistema de gradiente de tres capas

dimetil sulféxido

factor de crecimiento epidérmico

suero fetal bovino

hormona estimulante del foliculo
factor neurotrofico derivado de la linea celular glial
hormona liberadora de gonadotropina

inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
factor de crecimiento similar a la insulina 1

hormona luteinizante

sistema de metilcelulosa

medio minimo esencial

células germinales primordiales

factor peritubular que modula la funcién de las células de Sertoli

inyeccion de espermatidas redondas

sistema de cultivo en agar blando
factor de células madre

region Y determinante del sexo
células madre espermatogoniales

factor de crecimiento transformante alfa



1. LA FORMACION DEL ESPERMATOZOIDE

La espermatogénesis se define como el proceso de formacion de las células germinales
masculinas, los espermatozoides, mediante una serie de eventos moleculares que conducen a la
proliferaciéon y diferenciacion de células madre espermatogoniales (SSC, spermatogonial stem
cells) (Cannarella et al., 2020). Es un proceso complejo y dinamico que tiene lugar en los
testiculos y que requiere numerosas interacciones entre diferentes tipos de células, tanto
somaticas como germinales, hormonas, factores de crecimiento y otras sefiales (Ibtisham y
Honaramooz, 2020).

En condiciones normales comienza en la pubertad y se puede extender a lo largo de toda la
vida del individuo (Rodriguez-Casuriaga y Geisinger, 2021). La espermatogénesis tiene un
papel fundamental en la continuidad de la linea germinal masculina al generar espermatozoides
haploides que, una vez ha tenido lugar la fecundacion producen descendencia para la siguiente
generacion (Kubota y Brinster, 2018).

La espermatogénesis comprende tres fases esenciales: la fase proliferativa, la fase meidtica
y la fase de diferenciacion o espermiogénesis (Cannarella et al., 2020). En la fase proliferativa
se generan espermatogonias a partir de las SSC por mitosis continuas y sucesivas y, en ultima
instancia, espermatocitos primarios. Los espermatocitos primarios, células diploides, entran en
la fase meiotica, en la que se recombina el material genético, y da lugar a las espermatidas,
células haploides. Estas se transforman en espermatozoides en la fase de diferenciacion (Kubota
y Brinster, 2018).

En principio es un proceso bastante conservado en los vertebrados. Excepto en la fase
mitodtica, en la que el nimero de generaciones de espermatogonias es variable entre especies,
pero esta determinado genéticamente dentro de las mismas, las otras dos fases presentan
similitudes entre diferentes especies (Schulz et al., 2010). Sin embargo, las adaptaciones de la
morfologia testicular son bastante variables dependiendo de la historia evolutiva y del contexto
ecologico actual de cada especie, por lo que existen distintas caracteristicas anatdmicas
testiculares que forman el microambiente para el desarrollo de los gametos masculinos (Ramm

et al., 2014; Sharma et al., 2019).

1.1. Las células madre espermatogoniales

Las SSC son una subpoblacion pequeiia y heterogénea de células que se apoyan en la
membrana basal de los tibulos seminiferos en los testiculos (Ibtisham y Honaramooz, 2020).
Son espermatogonias indiferenciadas que se caracterizan por tener la capacidad de

autorrenovacion para mantener el conjunto de células y la capacidad de diferenciacion a otros
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estadios celulares con el fin de permitir el desarrollo continuo de espermatozoides (Fayomi y
Orwig, 2018). Permanecen latentes o se autorrenuevan lentamente durante la infancia, se
diferencian de forma limitada en la pubertad temprana y ya en la edad adulta, llegan a establecer
un equilibrio entre la autorrenovacion y la diferenciacion (Du ef al., 2021).

Las SSC se originan a partir de las células germinales primordiales (PGCs, primordial germ
cells), las células precursoras del linaje de las células de la linea germinal, tanto en embriones
masculinos como en femeninos (Ibtisham y Honaramooz, 2020). Durante el desarrollo
embrionario, colonizan las gonadas indefinidas en desarrollo, en las que tiene lugar la
determinacion del sexo (Law ef al., 2019; Ibtisham y Honaramooz, 2020). Se ha sugerido que
mediadores como el factor de células madre (SCF, stem cell factor) y la fibronectina, que se
expresan a lo largo de la ruta migratoria, y moléculas de adhesion expresadas por las PGCs son
responsables de su orientacion antes de la formacion del sistema nervioso. Una vez que se ha
desarrollado, las células de Schwann secretarian acido lisofosfatidico que también participaria
en la atraccion de las PGCs (Mikela et al., 2019).

En la gbénada indiferenciada, la expresion de la region Y determinante del sexo (SRY, sex-
determining region Y), presente en el cromosoma Y, en una subpoblacion de células somaticas,
provoca el inicio de una cascada de sefalizacion que conduce a la diferenciacion gonadal
especifica del macho; se forman las proespermatogonias (Law et al., 2019; Sharma et al., 2019).
Las proespermatogonias proliferan y entran en una fase de reposo (Law et al., 2019). Las PGCs
pasan a denominarse gonocitos y, una vez que ocupan su nicho definitivo, espermatogonias

(Sharma et al., 2019).

1.2. Diversidad de la organizacion testicular

Al comparar diferentes familias de vertebrados, se hace evidente que la anatomia, el tamafio
relativo y la ubicacion de los testiculos difieren mucho, a veces incluso entre especies
estrechamente relacionadas. En peces y anfibios, los testiculos se presentan como lobulos
alargados que se extienden a ambos lados de la cavidad abdominal y que estan unidos al
mesenterio dorsal. Estdn conectados mediante conductos eferentes a la parte craneal del rifién
adyacente para facilitar el transporte de esperma a través de conductos especializados de los
sistemas renales. Por el contrario, los testiculos de los mamiferos son, generalmente, de forma
eliptica y pueden ubicarse permanentemente en la cavidad abdominal (como en elefantes y
mamiferos marinos) o en el escroto (como en el hombre), lo cual proporciona una temperatura

menor que la temperatura corporal. Ademas, el testiculo de los mamiferos esta encerrado por



una céapsula fibrosa y muy vascularizada denominada tinica albuginea, que esta conectada con
los musculos retractores (Schlatt y Ehmcke, 2014).

En funcion de la organizacion, los testiculos de los vertebrados se pueden clasificar en dos
tipos: tubulares, en reptiles, aves y mamiferos, y cisticos, en peces y anfibios (Ramm et al.,
2014). En todos, los testiculos presentan una estructura compartimentada; se componen del
compartimento tubular, que alberga el epitelio germinal, y el intertubular o intersticial,
responsable del suministro de sangre, las respuestas inmunolédgicas y la produccion de

hormonas esteroideas (Schulz et al., 2010).

1.2.1. Organizacion testicular en mamiferos

En los mamiferos, los testiculos se dividen en l6bulos que constan de los tibulos seminiferos
rodeados de tejido intersticial. Los tibulos seminiferos estan delimitados por una ldmina basal
y una cubierta de células mioides peritubulares, células contractiles que impulsan a los
espermatozoides que se van formando hacia el epididimo. El epitelio germinal estd compuesto
por las células de Sertoli, adheridas al lado interno de la lamina basal, y células germinales en
diferentes etapas de desarrollo (Ramm et al., 2014). A medida que se van diferenciando, van
migrando desde la membrana basal a la luz del tibulo seminifero, donde se localizan los

espermatozoides maduros una vez formados (Figura 1) (Varuzhanyan y Chan, 2020).

Figura 1. Estructura del testiculo de mamiferos. El epitelio germinal esta delimitado por la lamina basal (BL) y
las células mioides peritubulares (MY) y contiene células de Sertoli (SE) y germinales: espermatogonias (SG),
espermatocitos (SC), espermatidas redondas (RST) y espermatidas alargadas (EST). Las células de Leydig (LE)
se localizan fuera del tibulo seminifero (Schulz et al., 2010).

Las células de Sertoli proporcionan el ambiente adecuado para el desarrollo de los

espermatozoides, dan un soporte estructural y nutritivo y liberan factores que actiian de forma



paracrina en las células germinales (Rodriguez-Casuriaga y Geisinger, 2021). Un ejemplo es el
factor neurotrofico derivado de la linea celular glial (GDNF, glial cell line-derived neurotrophic
factor), que junto con otros factores de crecimiento son inducidos por la hormona estimulante
del foliculo (FSH, follicle stimulating hormone) y promueven la diferenciacion de las
espermatogonias A-aligned en espermatogonias A (Cannarella et al., 2020).

Las células de Sertoli establecen uniones con las células germinales de tres tipos:
especializaciones ectoplasmaticas, desmosomas y uniones gap; y uniones estrechas entre si
(Mruk y Cheng, 2015). Estas ultimas constituyen la barrera hematotesticular que interrumpe el
paso de agua, solutos y otras moléculas grandes por el espacio paracelular, y restringe el
movimiento de proteinas y lipidos entre los dominios apical y basolateral. Es esencial para la
espermatogénesis puesto que impide la produccion de anticuerpos contra los espermatozoides,
que serian reconocidos como extrafios, y limita la entrada de compuestos nocivos. (Miller y
Cherrington, 2018).

A diferencia de las células de Sertoli, las células de Leydig se localizan en el tejido
intersticial, fuera de los tibulos seminiferos, y su funciéon consiste en proporcionar la
testosterona necesaria para impulsar la espermatogénesis (Rodriguez-Casuriaga y Geisinger,
2021). En mamiferos no roedores, estas junto con las células mioides peritubulares producen
factores paracrinos como el factor peritubular que modula la funcién de las células de Sertoli
(PModS, peritubular factor that modulates Sertoli cell function), que controla los efectos de la
testosterona en las células de Sertoli, alterando, a su vez, la secrecion de transferrina (proteina
implicada en el transporte de hierro a las células germinales) e inhibina (hormona esteroidea
que promueve la espermatogénesis), fundamentales para el crecimiento, funcidon y
diferenciacion de las células germinales (Reis et al., 2015; Ibtisham y Honaramooz, 2020; Shah

etal.,2021).

1.2.2. Organizacion testicular en peces

Los peces constituyen el grupo mas diverso de vertebrados, sin embargo el conocimiento
sobre la espermatogénesis es mas reducido y se limita a una serie de especies empleadas en la
investigacion basica y/o en la biotecnologia acuicola, como el salmon, la tilapia, la trucha y el
pez cebra (Schulz et al., 2010).

A diferencia de los mamiferos, la espermatogénesis en peces es de tipo cistico (Figura 2).
La unidad funcional del epitelio testicular es un ciste espermatogénico, en el que las extensiones
citoplasmaticas de una o dos células de Sertoli envuelven a un grupo de células germinales, que

derivan de una sola espermatogonia y se desarrollan sincronicamente como un clon
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interconectadas por puentes citoplasmaticos. El nimero de espermatidas por ciste depende del
nimero de espermatogonias y este, a su vez, del nimero de ciclos mitdticos que se lleven a
cabo, el cual es especifico de cada especie. Ademas, otra caracteristica es que el desarrollo de
cada ciste respecto al resto, es asincronico (Nobrega et al., 2010; Schulz et al., 2010; Lacerda

etal.,2014).
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Figura 2. Estructura del testiculo de peces. Se divide en compartimento tubular o germinal (GC) y compartimento
intersticial o intertubular (IC). La lamina basal (BL) y las cé¢lulas mieloides peritubulares (MY) delimitan el epitelio
germinal, que se organiza en cistes. Los cistes se forman a partir de una sola espermatogonia (espermatogonia
primaria o tipo A, (SGA) rodeada por células de Sertoli (SE). También se representan cistes de espermatogonias
secundarias o tipo B (SGB) y espermatocitos (SC), interconectados por puentes citoplasmaticos (flecha). La
liberacion de los espermatozoides (SZ) supone la apertura de los cistes (Nobrega ef al., 2010).

En los peces teledsteos el testiculo cistico puede adquirir diferentes configuraciones en
funcion de la distribucion de las espermatogonias: distribucion de espermatogonias restringida
y distribucion no restringida. Respecto a la primera, los cistes espermatogénicos comienzan a
desarrollarse en el extremo distal del compartimento germinal y a medida que las células se
dividen, migran hacia los conductos espermaticos, ubicados en la parte central de los testiculos,
donde se abren para liberar los espermatozoides en un proceso conocido como espermiacion.
Esta disposicion se encuentra en los teledsteos superiores, como en los 6rdenes Atheriniformes,
Cyprinodontiformes y Beloniformes. En cambio, en la distribucion de espermatogonias no
restringida, estas se disponen a lo largo del compartimiento germinal por todo el testiculo y los
cistes no se desplazan durante su desarrollo. Es una configuracion mas primitiva que se observa
en grupos de teledsteos menos evolucionados como en los ordenes Cypriniformes,
Characiformes y Salmoniformes. Ademas, en algunas especies también existen configuraciones
intermedias entre la distribucion de espermatogonias restringida y la no restringida (Schulz et

al., 2010).



En cuanto a la barrera hematotesticular, a diferencia de los mamiferos, en peces se establece
despué¢s de la meiosis y solo las células germinales haploides estan protegidas del
compartimento vascular y del sistema inmunitario (Schulz et al., 2010).

Con relacion a las SSC, en peces no se encuentran directamente sobre la membrana basal,

sino que estan de manera individual rodeadas por prolongaciones citoplasmaticas de las células
de Sertoli (Xie et al., 2020).

1.3. El proceso espermatogénico
1.3.1. El proceso espermatogénico en mamiferos

Los estudios mas completos sobre espermatogénesis se han realizado en mamiferos. Estos
han revelado que a pesar de ser un proceso bastante similar entre diferentes especies, existen

diferencias interespecificas notables en la fisiologia de las espermatogonias (Figura 3) (Ramm

etal.,2014).
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Figura 3. Representacion de la diferenciacion de células germinales masculinas en raton (A), mono rhesus (B) y
humano (C). A partir de las SSC, se generan espermatogonias indiferenciadas, que dan lugar a las células
progenitoras y, en ltimo término, a los espermatozoides (Ramm et al., 2014).

A partir de estudios morfoldgicos que se han llevado a cabo en modelos de roedores, se ha
propuesto que las espermatogonias en mamiferos no primates incluyen diferentes subtipos
(Ibtisham y Honaramooz, 2020).

A diferencia de los mamiferos roedores, en los primates se diferencian espermatogonias A-
dark y las A-pale en las espermatogonias de tipo A. El origen de esta denominacion es la
diferencia observada en cuanto a la tincidn con hematoxilina; los nucleos de las

espermatogonias A-dark se tifien con una mayor densidad de hematoxilina que los de las A-



pale (Fayomi y Orwig, 2018). Ambos tipos se localizan en la membrana basal. Las A-dark
comprenden una poblacion de células con una baja actividad mitética durante la
espermatogénesis normal. En cambio, las A-pale se cree que proliferan continuamente (Ramm
et al., 2014; Ibtisham y Honaramooz, 2020).

En ratdn, la espermatogénesis tiene lugar de la siguiente manera. Durante la fase proliferativa
o mitotica las SSC dan lugar por mitosis a otros tipos de espermatogonias indiferenciadas, las
espermatogonias A-paired, que a su vez se transforman en espermatogonias A-aligned,
conectadas por puentes citoplasmaticos intercelulares debido a que la citocinesis no se completa
(Rodriguez-Casuriaga y Geisinger, 2021). Se cree que estas conexiones son importantes para
la coordinacion en la diferenciacion (Ibtisham y Honaramooz, 2020). Las SSC, las
espermatogonias A-paired y las espermatogonias A-aligned expresan genes asociados a la
proliferacion y la autorrenovacion (como, por ejemplo: Grfal, Ret, Nanos, Plzf, I1d4, Pou5f1,
Foxol, Mir-17-92, Lin28a, Pax7, Neurog3, Sox3, Taf4b, Plap, Ap2yy Sall4) (Cheny Liu, 2015;
Cannarella et al., 2019).

A continuacioén, por mitosis sucesivas, las espermatogonias A-aligned dan lugar a las
espermatogonias diferenciadas (espermatogonias A1, Az, A3, A4, I y B), que a diferencia de las
indiferenciadas, tienen una regulacion negativa de los genes de autorrenovacién y una
regulacion positiva de los relacionados con la diferenciacion (Sohlhl, Sohlh2, Dnmtl, etc)
(Cannarella et al., 2019). Las espermatogonias B se dividen en dos espermatocitos primarios
diploides que entran en la fase meiotica (Rodriguez-Casuriaga y Geisinger, 2021).

En la fase meidtica los espermatocitos primarios generan los espermatocitos secundarios tras
la meiosis I, y las espermdtidas redondas, células haploides, después de la meiosis II
(Rodriguez-Casuriaga y Geisinger, 2021). La reduccion de la ploidia es un paso crucial en la
espermatogénesis puesto que, una vez que sucede la fecundacion con la fusion del
espermatozoide y el oocito, se produce la restauracion del nimero de cromosomas de la especie
(Bolcun-Filas y Handel, 2018).

Finalmente, durante la espermiogénesis las espermatidas redondas sufren una serie de
cambios, tanto morfoldégicos como funcionales hasta transformarse en espermatozoides
maduros (Rodriguez-Casuriaga y Geisinger, 2021). Estos cambios incluyen la condensacion
del ADN con protaminas, la formacion del acrosoma y la pieza intermedia, la organizacion del
flagelo y la reduccion del citoplasma (Cannarella ef al., 2020).

Con relacion al acrosoma, se trata de una vesicula secretora localizada en la parte anterior
de los espermatozoides, que contiene enzimas proteoliticas, como la hialuronidasa, y que se

genera a partir del aparato de Golgi en la tltima fase del proceso espermatogénico. Participa en
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la interaccion inicial entre el espermatozoide y el oocito en la fecundacion, cuando tiene lugar
la reaccion acrosomal. La reaccidon acrosomal consiste en la liberacion de las enzimas liticas
por la fusion de la membrana del acrosoma con la membrana plasmatica del espermatozoide
inducida por el cumulus oophorus o la zona pelacida del oocito en funcidn de la especie, para

lograr la fusion espermatozoide-oocito (Fléchon, 2016).

1.3.2. El proceso espermatogénico en peces

En cuanto a la nomenclatura de los tipos celulares que conforman las células germinales de
los peces, es similar a la empleada en los vertebrados superiores dado que los procesos de
desarrollo que tienen lugar son equivalentes (Schulz et al., 2010).

De la misma forma que en los mamiferos, la espermatogénesis se basa en la proliferacion y
diferenciacion de las SSC y consta de tres fases, la fase mitdtica con la generacion de
espermatogonias, la fase meidtica en la que se forman espermatocitos primarios y secundarios,
y la fase de espermiogénesis, en la que las espermdtidas haploides se diferencian en
espermatozoides (Xie et al., 2020).

Las espermatogonias A indiferenciadas generan espermatogonias diferenciadas, con un
potencial de autorrenovaciéon menor, y estas, a su vez, dan lugar a las espermatogonias tipo B.
En algunas especies que tienen varias generaciones de espermatogonias, como por ejemplo el
pez cebra que presenta 9, se hace una distincion entre espermatogonias B-early y B-late. Al
igual que en mamiferos, las de tipo B se dividen mas rapido que las de tipo A (Schulz et al.,
2010).

Las espermatogonias tipo B se diferencian en espermatocitos primarios, que entran en la fase
meiodtica y pasan por las etapas de preleptoteno, leptoteno/zigoteno, paquiteno y diploteno hasta
transformarse en espermatocitos secundarios en la primera division meiotica y en espermatidas,
tras la segunda (Schulz et al., 2010).

Las espermatidas se diferencian finalmente en espermatozoides durante la espermiogénesis,
que implica cambios morfologicos como la condensacion nuclear, la eliminacion de organulos
y citoplasma, la formacion de uno o dos flagelos y el reordenamiento de orgénulos. En funcién
de la condensacion nuclear, las espermatidas se pueden clasificar en E1, E2 y E3, espermatidas
tempranas, intermedias y finales, respectivamente. (Schulz et al., 2010).

A diferencia de los mamiferos, los espermatozoides de los peces teledsteos generalmente no
tienen acrosoma: el corion, la capa externa que envuelve el oocito, presenta un micropilo, una
perforacion que permite el acceso de los espermatozoides a la membrana plasmatica y, por

tanto, la fecundacion (Nobrega et al., 2010).



1.4. Regulacion de la espermatogénesis

Las funciones testiculares estan reguladas por el eje hipotdlamo-hipéfisis-gonada, en el cual
la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH, Gonadotropin-releasing hormone) controla
de forma independiente y sincrénica la produccion de hormonas esteroideas y la
espermatogénesis mediante dos sistemas de retroalimentacion separados: el eje hormona
luteinizante (LH, luteinizing hormone)-testosterona y el eje FSH-inhibina, respectivamente

(Figura 4) (Schlatt y Ehmcke, 2014).
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Figura 4. Regulacion endocrina de la espermatogénesis a través del eje hipotalamo-hip6fisis-gonada. La liberacion
de GnRH en el hipotalamo induce la secrecion de LH y FSH en la hipofisis. Ambas gonadotropinas actian en el
testiculo a nivel de las células de Leydig y las células de Sertoli, respetivamente, promoviendo la sintesis de
hormonas esteroideas y la espermatogénesis (Elaborada con BioRender.com).

La liberacion pulsatil de GnRH provoca la secrecion de LH y FSH en la hipofisis. La LH
estimula en las células de Leydig la liberacion de andrégenos que inducen o mantienen el
fenotipo masculino y ejercen un mecanismo de retroalimentacion negativa a nivel hipotalamico
(Schlatt y Ehmcke, 2014). La testosterona es la principal hormona esteroidea en los testiculos.
Se ha comprobado que a pesar de que la espermatogénesis in vivo en roedores se puede inducir
y mantener a concentraciones menores de las normales, su disminucioén provoca una reduccion
en el nimero de espermatozoides (Walker, 2021).

Por otra parte, la FSH actiia sobre las células de Sertoli regulando la produccién de
espermatozoides en el epitelio seminifero mediante el control de la expansién de las
espermatogonias y su transicion a espermatocitos. La inhibina B se considera la hormona de
retroalimentacion para la FSH en los primates (Schlatt y Ehmcke, 2014).

Al mismo tiempo, el acido retinoico juega un papel importante en la regulacion de la

espermatogénesis. La transicion de espermatogonias indiferenciadas a diferenciadas, con la



consecuente pérdida de la capacidad de autorrenovacion, esta impulsada por la sintesis de acido
retinoico a partir del retinol o vitamina A en las células de Sertoli y en las células germinales
mediante una serie de reacciones metabolicas (Endo et al., 2019; Gewiss et al., 2020).
Actualmente, los mecanismos reguladores conocidos pueden servir como base para construir
modelos de espermatogénesis fisiologicamente relevantes que incluyan el control endocrino y

paracrino en contextos tanto fisioldgicos como patologicos (Schlatt y Ehmcke, 2014).

2. ESPERMATOGENESIS IN VITRO: MODELOS DE ESTUDIO

El establecimiento de sistemas de cultivo in vitro eficientes que puedan replicar el proceso
espermatogénico tiene numerosas aplicaciones tanto en el ambito de la investigacion basica,
como en el &mbito clinico.

Con relacion a la investigacion basica, los modelos de espermatogénesis in vitro permitirian
el estudio de los requisitos, mecanismos e interacciones entre las células germinales masculinas
durante la proliferacion y diferenciacion de espermatozoides en un entorno de laboratorio
controlado, lo cual ayudaria en la comprension de las causas de la infertilidad o subfertilidad
(Ibtisham y Honaramooz, 2020; Bourdon ef al., 2021).

Ademéds, serian utiles para evaluar los efectos perjudiciales a largo plazo de moléculas
presentes en el ambiente, incluidos los alimentos o condiciones ambientales relacionadas con
el cambio climatico, como la elevacion de temperatura del suelo y agua, tanto en especies
animales domésticas como silvestres en la reproduccion (Bourdon et al., 2021). Esto ofreceria
la posibilidad de llevar a cabo experimentos que serian dificiles de realizar in vivo, como la
edicion del genoma de células germinales. Desde una perspectiva de ética animal, los modelos
serian beneficiosos ya que reducirian el uso de animales (Ibtisham y Honaramooz, 2020).

La generacion de espermatozoides in vitro se puede aplicar en reproduccion asistida para
humanos y animales, al proporcionar el entorno 6ptimo para el cultivo y la crioconservacion.
Es una herramienta prometedora en el campo de la cria de animales, por ejemplo para especies
con especimenes de alto valor econdomico como los caballos y la conservacion de la
biodiversidad, ya que se podria emplear para el rescate de especies en peligro de extincion
(Bourdon et al., 2021).

Ademas, los sistemas de espermatogénesis in vitro serian de interés como modelo biomédico
para humanos. Durante el tratamiento contra el cancer las células germinales se destruyen, por
lo que la tnica opcidn de preservacion de la fertilidad en nifios prepuberales que no pueden
crioconservar espermatozoides, es conservar y cultivar tejido testicular que contenga SSC.

Otras opciones serian la reinyeccion de las SSC en el testiculo después del tratamiento o la
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induccién de la maduracion de las SSC in vitro y la posterior inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI, intracytoplasmic sperm injection) (Bourdon et al., 2021).

En funcién de la metodologia empleada en el establecimiento de sistemas de
espermatogénesis in vitro, se diferencian tres enfoques: el cultivo de 6rganos o tejidos, el cultivo

bidimensional de suspensiones celulares y el cultivo tridimensional.

2.1. Cultivo de érgano o tejidos

Los primeros grupos de investigacion que intentaron establecer un sistema de
espermatogénesis in vitro se centraron en el cultivo de fragmentos pequetios de tejido testicular
o partes de tiibulos seminiferos, con el fin de mantener la estructura tridimensional, conservar
las interacciones entre las células somaticas y las células germinales y proporcionar el nicho
adecuado para la diferenciacion de las SSC. Sin embargo este enfoque presenta problemas en
cuanto a las limitadas tasas de difusion en comparacion con los cultivos celulares en monocapa,
por lo que la viabilidad del tejido en el tiempo se ve comprometida (Ibtisham y Honaramooz,
2020). Los principales estudios de espermatogénesis in vitro mediante el cultivo de tejido

testicular que se han realizado en roedores se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales estudios de espermatogénesis in vitro realizados mediante sistemas de cultivo de tejido en

roedores.

Especie y edad (cita) | Meétodo de cultivo Condiciones de cultivo Resultados
Ratén recién nacido Método del vidrio de Codagulo de plasma de ave y Espermatocitos en
(Martinovitch, 1937) reloj extracto de embrion de ave paquiteno

Rata adulta
(Trowell, 1959)

Rata de 4 dias
(Steinberger et al.,
1964a; 1964b)

Raton de 2 meses con
criptorquidia (Aizawa
y Nishimune, 1979)

Rata de 9 dias
(Boitani et al., 1993)

Raton de 5 dias
(Suzuki y Sato, 2003)

Ratén recién nacido

Método de interfase
gas-liquido

Medio minimo esencial (MEM,
minimum esential medium) de
Eagle a 37 °C

Degeneracion del tejido

MEM de Eagle

Espermatocitos

MEM de Eagle suplementado con
suero de ternera a 32,5 °C

Espermatocitos en
paquiteno

MEM de Eagle con sales de
Earle, FSH, LH, testosterona y
vitaminas A, CyE a32°C

Espermatocitos en
paquiteno.
La FSH es esencial

MEM de Dulbecco con alanina,
acido aspartico, glicina, prolina,
serina, glutamina y suero fetal
bovino (FBS, fetal bovine serum)

Espermatidas redondas

o-MEM con sustituto de suero o

Espermatidas y

(Sato et al., 2011) AlbuMAX espermatozoides
Ratén adulto a-MEM con sustituto de suero o Espermatidas y
(Sato et al., 2015) AlbuMAX espermatozoides
(Komeya et al., 2016) Dispositivo 0-MEM con AlbuMAX Espermatidas y
microfluidico espermatozoides
Dispositivo
(Komeya et al., 2017) microfluidico sin o-MEM con AlbuMAX Espermatidas
bomba

11



En 1920, Champy realiz6 la primera descripcion sobre un cultivo de testiculo y, por tanto,
la primera sobre la espermatogénesis in vitro. Mantuvo durante una semana testiculos de conejo
en plasma de conejo y observo la formacion de espermatocitos. Sin embargo, la mayoria de las
células germinales no sobrevivieron a este periodo (Komeya et al., 2018).

Martinovitch consigui6 el desarrollo de espermatocitos en estadio de paquiteno empleando
el método del vidrio de reloj. Aunque la estructura de muchos tibulos seminiferos se conservo
durante 17 dias, la mayoria de las células germinales degeneraron (Martinovitch, 1937).

Este método de cultivo se describio por primera vez en 1929. Consistia en colocar en una
placa Petri con una capa de algodon humedecida en su interior, un vidrio de reloj, cuya
superficie convexa estaba pintada de negro para facilitar su observacion macroscépica. En el
vidrio de reloj se anadia plasma de ave y extracto de embrion de ave a partes iguales y se dejaba
coagular. Sobre los coagulos se colocaban los tejidos (Fell y Robison, 1929).

En 1959, Trowell disefi¢ un sistema de cultivo de 6rganos al que denomind interfase gas-
liquido para experimentos a corto plazo. Constaba de una camara que se dividia en dos
compartimentos separados por una membrana, uno superior para el cultivo y uno inferior, el
reservorio de gases. En el superior, se ponia una placa de cultivo con un soporte de agar y sobre
este una rejilla de metal sobre la que se colocaba el fragmento de tejido. El medio de cultivo se
vertia humedeciendo la agarosa y el tejido, permitiendo el transporte de nutrientes y al mismo
tiempo, asegurando el intercambio gaseoso. Sin embargo, con el cultivo de testiculo no obtuvo
buenos resultados ya que degeneraba rapidamente (Trowell, 1959). Emil y Anna Steinberger
emplearon este método y consiguieron mantener tejido testicular durante 4 semanas
(Steinberger et al., 1964a) y la diferenciacion hasta espermatocitos (Steinberger et al., 1964b).

A diferencia de los estudios realizados por Emil y Anna Steinberger, Aizawa y Nishimune
colocaron un filtro Millipore entre la rejilla y los fragmentos testiculares (Aizawa y Nishimune,
1979). Boitani y colaboradores también utilizaron este método con el fin de caracterizar los
requisitos nutricionales de la espermatogénesis in vitro (Boitani ef al., 1993).

Una década después, Suzuki y Sato publicaron la obtencién de espermatidas redondas en
una proporcion baja y el posterior desarrollo de embriones hasta el estadio de 8 células, tras su
inyeccion en oocitos en metafase II (Suzuki y Sato, 2003). Aunque la composicion del medio
fue similar a la utilizada por Emil y Anna Steinberger, la diferencia en los resultados obtenidos
puede deberse a una mejora de la calidad de los medios de cultivo y los suplementos y a una
mayor facilidad de replicacion in vitro de la espermatogénesis de ratén que la de rata (Komeya

etal.,2018).
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Figura 5. Método de la interfase gas-liquido para el cultivo de testiculo y la espermatogénesis in vitro. El tejido
se coloca sobre un soporte de agarosa y este se introduce en el medio de cultivo (Komeya ef al., 2018).

La produccion de espermatozoides funcionales in vitro se consiguié en 2011, a partir del
cultivo de fragmentos testiculares de ratoén recién nacido, que solo contienen gonocitos. Los
tejidos se colocaron sobre soportes de agarosa embebidos en medio de cultivo (Figura 5). Con
las espermatidas y espermatozoides generados se llevd a cabo la microinyeccion mediante las
técnicas de inyeccion de espermdtidas redondas (ROSI, round spermatid injection) e ICSI. La
eficiencia fue comparable a la obtenida a partir de gametos generados in vivo: se
microinyectaron 23 oocitos mediante ROSI y 35 mediante ICSI y nacieron 7 y 5 crias
respectivamente; todas ellas sanas y reproductivamente competentes (Sato et al., 2011).
Utilizando este sistema se obtuvieron también espermatidas y espermatozoides a partir de tejido
testicular de ratones adultos, aunque con una eficiencia menor y no se evalu6 la capacidad
reproductiva mediante técnicas de reproduccion asistida (Sato et al., 2015).

El sistema de cultivo de tejido testicular sobre soportes de agarosa se modifico
posteriormente a un sistema de microfluidos con el objetivo de mejorar la eficacia y la duracion
de la espermatogénesis in vitro. De esta forma, se fomentaba el intercambio de gases, nutrientes
y productos de desecho al facilitar la difusion y crear condiciones que mas representativas de
los sistemas in vivo (Ibtisham y Honaramooz, 2020).

Komeya y colaboradores disefiaron un dispositivo microfluidico, en el que una membrana
porosa y delgada de policarbonato separaba los tejidos testiculares del flujo de medio,
simulando la funcion de los capilares, al suministrar continuamente medio fresco (Figura 6).
Ademas, el espesor de la cdmara donde se colocaba el tejido permitia la difusion de las
moléculas desde la membrana y el crecimiento y desarrollo de los tejidos. Con relacion a las
ventajas que supone su empleo, destaca la induccion de la espermatogénesis en la mayor parte
del tejido como consecuencia de su distribucion plana en la camara, la compatibilidad para la
evaluacion con microscopio invertido y la posibilidad de mantener la espermatogénesis in vitro
en el tiempo, hasta 180 dias. Utilizando este dispositivo se obtuvieron espermadtidas y

espermatozoides, cuya capacidad de fecundacién se evalud realizando ROSI e ICSI,
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respectivamente. Se microinyectaron 29 oocitos mediante ROSI 'y 36 mediante ICSI y nacieron

9y 5 crias en cada caso que se desarrollaron de forma normal (Komeya et al., 2016).
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Figura 6. Dispositivo microfluidico para el cultivo de tejido testicular. El dispositivo se compone de una camara
en la que se introduce el tejido (izquierda). El medio de cultivo fluye sobre la membrana porosa y a través de esta
se produce la difusion de las moléculas en ambos sentidos (derecha) (Komeya et al., 2016).

Sin embargo, este sistema presenta limitaciones en cuanto a la bomba para el flujo del medio
ya que el nimero de muestras esta limitado por el nimero de bombas y la fabricacion de
dispositivos con microbombas integradas resultaria caro. Por lo que en base a este desarrollaron
un dispositivo microfluidico sin bomba, que utilizaba presion hidrostatica y no una fuente de
alimentacion externa (Figura 7). De forma anéloga al anterior, constaba de dos placas de
polidimetilsiloxano separadas por una membrana porosa. La capa superior presentaba un canal
para el flujo de medio y un circuito de resistencia para regular el caudal y la inferior, una cdmara
para los tejidos. Con este sistema se consiguio la espermatogénesis in vitro durante 3 meses en
tejido testicular de raton. Durante este periodo, se identificaron espermatidas pero no se evalud

su capacidad de fecundacion mediante ROSI (Komeya et al., 2017).
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Figura 7. Dispositivo microfluidico sin bomba para el cultivo de tejido testicular. El dispositivo se compone de
una camara en la que se introduce el tejido y un circuito de resistencia que permite el flujo de medio sin necesidad
de una bomba (izquierda). El medio de cultivo fluye sobre la membrana porosa y a través de esta se produce la
difusion de las moléculas en ambos sentidos (derecha) (Komeya et al., 2017).

2.2. Sistemas de cultivo celular en dos dimensiones

Los sistemas de cultivo bidimensionales (2D) que utilizan suspensiones de células
testiculares obtenidas por tratamiento enzimatico también se han utilizado tanto para la
proliferacion in vitro de SSC como para la generacion de células germinales haploides

masculinas. En comparacion con los cultivos organotipicos de tejido testicular presentan dos
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desventajas: no replican las interacciones celulares ni las condiciones estructurales que se dan
en los tibulos seminiferos y debido a la ausencia de esta estructura es dificil distinguir los tipos
celulares sin realizar un analisis mediante citometria de flujo (Ibtisham y Honaramooz, 2020).

La investigacion en los modelos de espermatogénesis in vitro se dirigio hacia el cultivo
celular a raiz de los resultados obtenidos en las décadas de 1960 y 1970, en los que solo se
llegaba a la diferenciacion hasta espermatocito en fase de paquiteno (Komeya et al., 2018). En

la Tabla 2 se recogen los principales estudios.

Tabla 2. Principales estudios de espermatogénesis in vitro realizados mediante sistemas de cultivo celular 2D.

Especie y edad (cita) | Método de cultivo Condiciones de cultivo Resultados
Ratén de 6-15 . . Tratamiento con hidroxiurea para
Cultivo de células .. . . .
~ semanas testiculares eliminar lqs celulgs germinales Espermatocitos
(Dietrich et al., 1983) diferenciadas
MEM de Eagle con factor de
Rata de 20-35 dias crecimiento epidérmico (EGF, .
. Espermatocitos en
(Tres 'y epidermal growth factor) y FSH, .
Kierszenbaum, 1983) alternando concentraciones bajas y paquiteno
altas
MEM Dulbecco-F12 con insulina,
Rata adulta (Le transferrina, acido retinoico, factor de
Magueresse-Battistoni crecimiento transformante (TGF-a., Espermatidas
etal., 1991) transforming growth factor alpha),
Rata de 23-25 dias | _ocultivo de células e
(Hue et al., 1998); germl(;lalsesrif Te lulas MEM Dulbecco-F12 con FBS, Espermatidas
Rata de 20-28 dias ¢ Sertolt testosterona y FSH redondas
(Staub et al., 2000)
Medio sin suero con insulina, factor de
, . crecimiento similar a la insulina 1 .
I({f\l/}zlr]hd:t 5_1280?)1;; (IGF-1, insulin-like growth factor 1), Esrp; zr(r)rrllactit;(:as
” hormona de crecimiento, EGF, retinol
y testosterona
MEM de Eagle modificado por
Rata de 7 dias Dulbecco con FBS, EGF, IGF-1, FSH, Espermatidas
(Iwanami et al., 2006) transferrina, retinol, testosterona y redondas
dihidrotestosterona
Ratén de 6 dias ' Mfedio con EBS (3 dias), medi.o con .
(Wang et al., 2014) Cultivo de SSC acido retinoico (2 dias) y medio con Células haploides
" FBS (6-8 dias)

Las primeras investigaciones que evidenciaron la posibilidad de generacion de células
germinales masculinas haploides mediante cultivo 2D se publicaron en 1983. Dietrich y
colaboradores consiguieron la diferenciacion de células germinales en espermatocitos (Dietrich
et al., 1983). Sin embargo, adoptaron unas condiciones que dificultan su repeticion (Komeya et
al.,2018). Tres y Kieszenbaum observaron la diferenciacion hasta espermatocitos en paquiteno
mediante el cocultivo de células germinales con células de Sertoli (Tres y Kierszenbaum, 1983).

Este método de cocultivo se empleo en estudios posteriores, que demostraron la importancia

del mantenimiento de las interacciones entre las células de Sertoli y las células germinales en
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los cultivos 2D (Ibtisham y Honaramooz, 2020). En 1991, se logro la obtencion de espermatidas
a partir de espermatocitos en paquiteno en rata (Le Magueresse-Battistoni et al., 1991), y en
1998, se hizo en un periodo de tiempo muy similar al de la espermatogénesis in vivo (Hue et
al., 1998). Dos afios después se obtuvo una mayor diferenciacion, se generaron espermatidas
redondas a partir de espermatocitos en leptoteno (Staub et al., 2000).

La primera vez que se consiguid la produccion de descendencia a partir de espermatidas
redondas obtenidas in vitro mediante un cultivo 2D se publico en 2003. Algunas espermatidas
tenian entre 1 y 4 flagelos, que se movian con un movimiento ondulatorio y asincronico. Las
espermatidas recogidas del cocultivo se microinyectaron en oocitos y a pesar de que su
contribucion en la formacion del cigoto fue menor en comparacion con las espermatidas
generadas in vivo, nacieron a crias fértiles (Marh et al., 2003).

En 2006, se intent6 llevar a cabo la espermatogénesis in vitro de espermatogonias de tipo A
de rata mediante el cocultivo con células de Sertoli. Se logr6 la diferenciacion de células
similares a espermatidas redondas, algunas con un flagelo movil. Sin embargo los embriones
generados después de realizar la microinyeccion no llegaron a término (Iwanami et al., 2006).

Por ultimo, otro de los métodos para inducir la espermatogénesis in vitro que se llevo a cabo
afios mas tarde es el cultivo de SSC. Wang y colaboradores establecieron un protocolo para
inducir la diferenciacion de SSC en células haploides in vitro. Se determind mediante el analisis
de expresion de genes caracteristicos de células germinales haploides masculinas, por lo que se
deberian hacer mas estudios para determinar la fase de diferenciacion (Wang et al., 2014).

A pesar de que se han realizado multiples estudios para lograr la espermatogénesis in vitro
en cultivos celulares 2D y se ha visto que unas condiciones Optimas, como el mantenimiento
del contacto con las células de Sertoli, pueden dar lugar a la diferenciacion de las células
germinales todavia hay un desconocimiento sobre los procesos de desarrollo involucrados

(Ibtisham y Honaramooz, 2020)

2.3. Sistemas de cultivo celular en tres dimensiones

Ante los resultados insatisfactorios obtenidos en el desarrollo de modelos de cultivos 2D
capaces de llevar a cabo el proceso espermatogénico in vitro, las investigaciones a partir de los
2000 se dirigieron hacia la construccion de estructuras tridimensionales artificiales (Komeya et
al., 2018). En ellas se conserva la organizacion testicular espacial presente in vivo, asi como la
sefializacion paracrina, importante para la proliferacion y diferenciacion de las células
germinales y el mantenimiento de la diferenciacion de las células somaticas (Tharmalingam et

al., 2018). En la Tabla 3 se muestran los estudios principales que han seguido este enfoque.
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Tabla 3. Principales estudios de espermatogénesis in vitro realizados mediante sistemas de cultivo celular 3D.

Especie y edad (cita) Método de cultivo Condiciones Resultados
Rata de 18 dias Cultivo en geles de colageno y MEM Dulbecco-F12 con Espermétidas
(Lee et al., 2006) Matrigel Matrigel p
Raton de 10 dias Sistema de cultivo en agar blando
(Stukenborg et al., & MEM Dulbecco-F12 Células haploides
2008) (SACS, soft-agar culture system)
Raton de 7-9 dias Sistema de cultivo de MEM Dulbecco-F12 con
(Stukenborg et al., metilcelulosa (MCS, gonadotropina corioénica | Espermatozoides
2009) metthylcellulose culture system) humana y FSH
Raton recién nacido . i
(Yokonishi et al., Método de interfase gas-liquido o-MEM con sustituto de Espermatidas
2013) suero y GDNF redondas
Rata de 5-60 dias Sistema de gradiente de tres.capas -MEM con sustituto de 5
(Alves-Lopes et al., (3-LGS, three-layer gradient - S No progresion
suero y acido retinoico
2017) system)

En 2006, Lee y colaboradores cultivaron células testiculares de rata en geles de colageno y
Matrigel. Consiguieron un aumento de viabilidad celular respecto al cultivo en monocapa, la
formacion de estructuras similares a cistes por uniones entre las células de Sertoli y las células
germinales y la diferenciacion hasta espermatidas (Lee et al., 2006).

Un par de afios después, se publicd el empleo del SACS, que constaba de 2 fases con
diferentes concentraciones de agar, una fase de gel (0,35 %) y una fase solida (0,5 %). Esta
disposicion permite la incorporacion de factores y/o células en la fase sélida, sin contaminar la
fase de gel. Se observo la expresion de marcadores especificos de la meiosis cuando en la fase
de gel se cultivaron todas las células testiculares (Stukenborg et al., 2008).

En 2009, el SACS se modifico, sustituyendo el agar por metilcelulosa, dando lugar al MCS.
Se evalu6 la capacidad de mantener la espermatogénesis in vitro en ambos sistemas, en el SACS
y el MCS, y se observd que se generaron espermatozoides morfologicamente normales
independientemente de la matriz empleada (Stukenborg et al., 2009).

Afos mas tarde se demostro la capacidad de las células testiculares de generar una estructura
similar a la de los tubos seminiferos in vitro, sin necesidad de sistema circulatorio. Estas
estructuras se cultivaron mediante el método de interfase gas-liquido sobre soportes de agarosa
y se logro la diferenciacion desde SSC hasta espermatidas redondas, aunque con una eficiencia
menor a la obtenida en los cultivos de tejido (Yokonishi et al., 2013).

La generacion de organoides testiculares se llevo a cabo posteriormente. Alves-Lopes y
colaboradores introdujeron el método 3-LGS y consiguieron la organizacion de estructuras
tubulares esféricas a partir del cultivo en gotas de suspensiones de células testiculares en
Matrigel embebidas en un volumen mayor de Matrigel. Se formo una barrera hematotesticular
funcional, sin embargo no se observéd una progresion en la espermatogénesis (Alves-Lopes et

al., 2017).

17



3. CONSERVACION DE LA BIODIVERSIDAD

La diversidad genética del ganado y los animales salvajes ha disminuido en las ltimas
décadas debido a las demandas cambiantes del mercado y la intensificacion de la agricultura y
ganaderia (Devi y Goel, 2016). Ademas, el estado en peligro de extincion de muchas especies
hoy en dia podria resultar en una pérdida importante de la biodiversidad en los proximos afios,
acelerada principalmente por la actividad humana (O’Brien et al., 2019).

Para evitar la extincion los esfuerzos se han centrado en la preservacion de habitats naturales
y la creacion de bancos de germoplasma de espermatozoides, oocitos y embriones vy,
recientemente, también de tejidos somaticos y gonadales, como el tejido testicular. La
criopreservacion en bancos de germoplasma de tejido testicular, supone una alternativa para
especies silvestres cuyos procedimientos de recoleccion de semen no son eficientes, individuos
que no han iniciado la espermatogénesis y situaciones de elevada mortalidad neonatal y juvenil,
debido a enfermedades, malas practicas de manejo o endogamia (Devi y Goel, 2016; Silva et
al., 2020).

La estrategia seguida consistiria en la recoleccion de tejido testicular de individuos vivos
sexualmente inmaduros o adultos o post mortem; su conservacion mediante sistemas de
criopreservacion (opcional) y el cultivo posterior (Figura 8) (Silva et al., 2020).

RECUPERACION DE TEJIDO TESTICULAR

Individuo vivo prepuber o adulto
Post- mortem

CRIOCONSERVACION
Congelacidn lenta
S— ) —, Congelacién répida
Vitrificacién

ESPERMATOGENESIS IN VITRO

Cultivo de érgano Cultivo celular 2D Cultivo celular 3D

Testiculo

4 e A
RN ® o S
p . # i \\‘\.\_ _.';/J ‘\ X e 7
l.
? L
TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

- ICSI
ROSI

Figura 8. Estrategia general para la conservacion de la biodiversidad mediante la espermatogénesis in vitro.
Consistiria en la recuperacion de tejido testicular seguida de la crioconservacion, en caso de ser necesario. El
establecimiento de un cultivo de tejido, celular 2D o 3D permitiria llevar a cabo en las condiciones optimas la
generacion de células germinales haploides. Mediante técnicas de reproduccion asistida, como ICSI en el caso de
espermatozoides y ROSI para espermatidas redondas, se generarian los nuevos individuos (Elaborada con
BioRender.com).
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Con relacion a la recuperacion del tejido testicular, existen diferentes aspectos que pueden
afectar al éxito posterior del procedimiento, como el tamafio de los fragmentos, las condiciones
de almacenamiento y transporte antes de la criopreservacion y, en el caso de la recoleccion post
mortem, la temperatura del entorno y el tiempo transcurrido entre la muerte del individuo y la
extraccion, ya que parecen influir en la morfologia testicular (Silva et al., 2020).

Una vez se ha realizado la recoleccion del tejido testicular, en caso de ser necesario, se puede
llevar a cabo la criopreservacion, es decir, el almacenamiento de las muestras biologicas
congeladas durante un periodo prolongado de tiempo, manteniendo su viabilidad; utilizando
métodos de congelacion lenta, rapida o de vitrificacion (Devi y Goel, 2016). La congelacion
lenta se caracteriza por una disminucion gradual de la temperatura utilizando una velocidad de
enfriamiento de -1 °C/min entre 2 °C y -80 °C, seguido de -259 °C/min entre -80 °C y -196 °C,
con concentraciones bajas de crioprotector para reducir la toxicidad. En cambio, en la
congelacion rapida se usan tres velocidades de enfriamiento de -10,8 °C/min entre 4 °C y -50
°C, -18 °C/min entre -50 °C y -90 °C, y -252 °C/min entre -90 °C y -196 °C. Por otro lado, la
vitrificacion resulta mas eficaz y rentable que la congelacion lenta. Consiste en una reduccion
de la temperatura a una velocidad entre -20000 y -40000 °C/min y empleando altas
concentraciones de crioprotector que pueden causar toxicidad (Silva et al., 2020).

El éxito de la crioconservacion depende de la eleccion del crioprotector y su concentracion,
y de los procedimientos tanto de congelacion como de descongelacion (Yokonishi y Ogawa,
2016). A pesar de que no se han observado diferencias entre tejidos testiculares prepuberales y
adultos, las caracteristicas estructurales propias que pueden diferir de unas especies a otras
influyen en el método de crioconservacion y en la digestion enzimadtica previa, en caso de que

se lleve a cabo (Comizzoli y Holt, 2014).

Tabla 4. Estudios de espermatogénesis in vitro realizados en especies domésticas.

Especie (cita) Criopreservacion Cultivo in vitro
(YokonisIl{l?teotna 1.2014) Cogféigézzéima Cultivo de 6rgano: método interfase gas-liquido
Toro ) Cultivo 2D: cocultivo células germinales y células
(Zheng et al., 2015) de Sertoli
Congelacion lenta
Caballo Congelacion rapida Cultivo 2D

(Costa et al., 2017) Vitrificacion

Gato doméstico
(Silva et al., 2018)
Cerdo doméstico
(Yuetal.,2019)

- Cultivo de 6rgano: método interfase gas-liquido

Cordero Congelacion lenta
(Singh et al., 2019)
Cabra macho Vitrificacion Cultivo de 6rgano: método interfase gas-liquido y
(Patra et al., 2021) método de la gota colgante
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Respecto al cultivo in vitro, el objetivo es la obtencidon de espermatozoides viables que se
puedan destinar a técnicas de reproduccion asistida. Se ha empleado en la conservacion de
tejido testicular en investigaciéon en varias especies domésticas (Tabla 4), por lo que la
aplicacion a especies salvajes requiere la adaptacion de los protocolos actuales, la optimizacion
del medio de cultivo y la eleccion del sistema de cultivo (Silva et al., 2020).

Dado que la mayoria de los estudios sobre espermatogénesis in vitro se han realizado en
roedores, es en estas especies, y especialmente en el raton, en las que se han conseguido los
mayores éxitos. En 2014, Yokonishi y colaboradores lograron la obtencion de descendencia
mediante ICSI con espermatozoides generados in vitro a partir del cultivo de tejido testicular
de raton previamente crioconservado. Compararon la congelacion lenta y la vitrificacion
empleando distintos crioprotectores y evaluaron su efecto en la diferenciacion de las células
germinales. A pesar de que determinaron que los resultados de espermatogénesis alcanzados
después de la vitrificacién con el crioprotector Stem Cell Keep fueron comparables a los
obtenidos con los tejidos frescos, concluyeron que la mejora de las condiciones de cultivo es
un factor mas critico que el método de crioconservacion para aumentar la tasa de
espermatogénesis. También indicaron que uno de los inconvenientes que presenta su método
es que solo funciona en raton, por lo que seria necesaria la optimizacion para su aplicacion a
otras especies (Yokonishi et al., 2014).

En cuanto a la espermatogénesis in vitro en especies domésticas, en la tltima década se han
publicado numerosos trabajos siguiendo diferentes enfoques. Sin embargo, los resultados
alcanzados difieren bastante. En 2015 se publicoé un estudio en el que se consiguio la
diferenciacion de espermatozoides a partir de un cocultivo de células germinales y células de
Sertoli disociadas de tejido testicular de toro recién nacido. Establecieron en primer lugar un
cultivo en monocapa de células de Sertoli, que interaccionaron entre si formando uniones, y, a
continuacion, incorporaron las células germinales. Durante el cultivo, se llegaron a formar
estructuras similares a tibulos seminiferos (Zheng et al., 2015). Puesto que no se evaluo la
posibilidad de crioconservacion ni la capacidad de las células germinales haploides para dar
lugar a descendencia mediante ROSI o ICSI, se deberia realizar en el futuro para determinar su
potencial aplicacion en la reproduccion de individuos de valor econdmico elevado.

Mas adelante, Costa y colaboradores desarrollaron un protocolo eficiente para el
enriquecimiento mediante centrifugacion en un gradiente de densidad Percoll discontinuo de
SSC de caballo. Ademas, evaluaron los tres métodos de crioconservacion y distintos
crioprotectores, y concluyeron que la congelacion lenta empleando dimetil sulfoxido (DMSO)

como crioprotector resultd la mejor opcidon ya que permitia una alta viabilidad de las SSC
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manteniendo su comportamiento in vitro y la expresion de genes caracteristicos. Sin embargo,
solo se evalu6 el cultivo a corto plazo, durante una semana, y no el proceso espermatogénico
(Costa et al., 2017). En este aspecto, no se ha encontrado ningun estudio que lo evalue.

Las diferencias entre especies en cuanto al comportamiento celular en cultivo y al desarrollo
de la espermatogénesis in vitro que destacan todos los autores, se hacen evidentes en estudios
como el publicado por Silvay colaboradores en 2018, en el que intentaron establecer un sistema
de espermatogénesis in vitro a partir de tejido testicular de gato, siguiendo un protocolo descrito
previamente para raton. A diferencia de lo ocurrido con el modelo de ratén, en el cultivo de
tejido testicular de gato se observo un deterioro de la estructura con el tiempo y una interrupcion
en la diferenciacion: las células germinales no se desarrollaban mas alla de la etapa
espermatogonial. Esta mayor complejidad en la iniciacion y progresion de la espermatogénesis
respecto al raton requiere un mayor estudio del proceso para el establecimiento y la
optimizacion de sistemas que permitan la espermatogénesis in vitro. Estos sistemas servirian
como base en la conservacion de especies de felinos silvestres, muchas de ellas amenazadas o
en peligro de extincién (Silva et al., 2018).

Con relacion al cerdo, un afo después se consiguid la diferenciacion de espermatidas
redondas a partir del cultivo de segmentos de tibulos seminiferos, y el posterior desarrollo hasta
blastocisto de embriones generados mediante ROSI. Ademas observaron que la suplementacion
del medio de cultivo con 4cido retinoico incrementaba la tasa de diferenciacion de células
haploides (Yu et al., 2019).

También en 2019, se describid el establecimiento de un cultivo de fragmentos de tejido
testicular congelado y descongelado previamente de cordero con el fin de evaluar la influencia
de la esfingosina-1-fosfato. A pesar de que no observaron la diferenciacion de espermatozoides,
determinaron que este lipido durante la primera semana de cultivo promovia la proliferacion de
las células germinales y podria ejercer un efecto antiapoptético (Singh et al., 2019).

Recientemente, Patra y colaboradores compararon el método de interfase gas-liquido y el
método de la gota colgante en el cultivo de tejido testicular de cabra vitrificado y calentado y
la progresion de la espermatogénesis in vitro. Evaluaron el efecto del tamafo de los fragmentos
después del calentamiento y determinaron que los de menor tamafio presentaban una mayor
viabilidad, lo cual se relacioné con una mayor actividad de especies reactivas de oxigeno,
fracturas en el tejido y dafios tanto en la arquitectura como en las células. Respecto al
mantenimiento de la estructura durante el cultivo observaron que el método de la interfase gas-
liquido ofrecia mejores resultados que el de la gota colgante, en el que los tejidos perdian su

estructura al cabo de dos semanas. Ademas, en los tejidos cultivados mediante el método de la
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interfase gas-liquido se llegaron a observar células similares a espermatozoides. Sin embargo
no se llevo a cabo una evaluacion de estas, por lo que se deberia hacer en estudios futuros (Patra
etal.,2021).

En cuanto a la aplicacion de la conservacion de tejido testicular y el establecimiento de
sistemas de espermatogénesis in vitro en animales silvestres, las investigaciones realizadas son
escasas y alin mas en especies amenazadas o en peligro de extincion.

El hurén de patas negras (Mustela nigripes) es una especie en peligro de extincion. En 2020,
Lima y colaboradores publicaron el primer estudio sobre la crioconservacion de su tejido
testicular. Obtuvieron el tejido testicular de individuos fallecidos y llevaron a cabo la
vitrificacion. Después de la descongelacion, establecieron un cultivo mediante el método de
interfase gas-liquido, colocando los fragmentos de tejido sobre un soporte de agar, embebido
parcialmente en el medio de cultivo. Puesto que el periodo de incubacion tan solo abarco 24 h,
no se llego a evaluar el proceso espermatogénico, pero se concluy6 que los tejidos mantuvieron
la estructura y no perdieron la capacidad de reanudar la diferenciacion de las células germinales

(Lima et al., 2020).

4. PRESERVACION DE LA FERTILIDAD

Como resultado de las mejoras en los tratamientos contra el cancer, las tasas de mortalidad
en nifios y adolescentes estan disminuyendo (Picton et al., 2015). Por esta razdn, existe un
numero creciente de individuos que sufren los efectos adversos de los tratamientos a los que se
sometieron. Tanto la quimioterapia como la radioterapia afectan preferentemente a las células
en division, incluidas las espermatogonias y los espermatocitos, y pueden causar dafios que
pueden conducir a la infertilidad, ya sea de forma transitoria o de por vida. Estos efectos son
dependientes de la dosis o de la intensidad del tratamiento y pueden provocar no solo la
reduccion en el nimero de espermatozoides, sino también alteraciones cromosdmicas, como
aneuploidias o translocaciones durante la meiosis (Yokonishi y Ogawa, 2016).

La criopreservacion de espermatozoides se utiliza habitualmente para preservar la fertilidad
en hombres. Sin embargo, no es una opcidn viable en pacientes preadolescentes que no han
comenzado a producir espermatozoides (Picton et al, 2015). La crioconservacion de un
fragmento de tejido testicular inmaduro que contiene SSC mediante la realizacion previa de una
biopsia testicular es la tnica opcidn potencial de preservacion de la fertilidad (Kanbar ef al.,
2022). Se trata de una estrategia que se lleva a cabo con fines experimentales y su aplicacion
en el futuro permitiria la preservacion de las diferentes células testiculares, manteniendo las

SSC en su nicho natural y proporcionando los contactos célula a célula entre las células
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somaticas y las germinales. (Devi y Goel, 2016). En la Figura 9 se muestra el procedimiento
general que se seguiria antes de iniciar el tratamiento oncoldgico. Se llevaria a cabo una biopsia
testicular y, a continuacion, la criopreservacion del tejido extraido. Una vez que el paciente
llegue a la edad adulta, si desea tener descendencia bioldgica, se estableceria un sistema in vitro
para inducir la espermatogénesis y obtener células germinales haploides, ya sean espermatidas
o espermatozoides, para realizar la fecundacion mediante técnicas de reproduccion asistida,

ROSI o ICSI respectivamente.

RECUPERACION DE TEJIDO TESTICULAR
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Figura 9. Estrategia general para la preservacion de la fertilidad en pacientes preadolescentes mediante
espermatogénesis in vitro. El procedimiento consistiria en la realizacién de una biopsia testicular y en la
crioconservacion del fragmento. Posteriormente se estableceria un sistema para producir células haploides in vitro
y se llevaria a cabo la fecundacion mediante técnicas de reproduccion asistida (Elaborada con BioRender.com).

La biopsia de tejido testicular es un procedimiento que se realiza en condiciones de anestesia
general y aunque no se lleva a cabo de forma rutinaria en nifios, se considera un procedimiento
sencillo. La extraccion del 5 % del volumen testicular es suficiente. Ademas se recomienda
destinar una parte a estudios histopatoldgicos (Faure ef al., 2016).

En cuanto a la crioconservacion, no existe un protocolo 6ptimo ya que el estudio de la
metodologia en humanos es dificil debido al acceso limitado al tejido testicular (Devi y Goel,
2016). La espermatogénesis in vitro se puede llevar a cabo mediante el cultivo organotipico de
fragmentos de tejido testicular o el cultivo de suspensiones celulares 2D o 3D. La ventaja que
presenta el desarrollo de gametos in vitro frente al trasplante autélogo posterior de tejido es que
evita la posibilidad de reintroduccion de células tumorales en los pacientes. Hasta el momento
el nacimiento de crias sanas con o sin fertilidad comprobada solo se ha descrito en ratones
(Wyns et al., 2021). En la Tabla 5 se muestran los estudios sobre espermatogénesis in vitro a

partir de tejido testicular humano publicados en los tltimos afios.
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Tabla 5. Estudios de espermatogénesis in vitro realizados en humanos.

Edad (cita) Criopreservacion Cultivo in vitro
2-12 afios Cultivo de érgano: método interfase gas-
(De Michele et al., 2017) liquido
6-13 afios .
(Abofoul-Azab ef al., 2018) Cultivo 3D: MCS
2-12 afios
(De Michele et al., 2018a 'y Congelacion lenta
2018b) . , . .
= Cultivo de 6rgano: método interfase gas-
7-14 afios liquido
(Medrano et al., 2018)
6-14 afios

(Portela et al., 2019)

En 2017, De Michele y colaboradores consiguieron mantener en cultivo fragmentos de tejido
testicular de pacientes preadolescentes durante 139 dias, preservando la integridad de los
tubulos seminiferos. El aumento de la concentracion de testosterona en el sobrenadante del
cultivo demostro la funcionalidad de las células de Leydig, y la presencia de GDNF, la
funcionalidad de las células de Sertoli. También destacaron que las principales limitaciones del
estudio son la escasez de tejido testicular humano y la cantidad, relativamente pequena, de
tejido disponible por cada paciente (De Michele et al., 2017).

De forma complementaria evaluaron la formacién de la barrera hematotesticular en el cultivo
in vitro mediante el analisis de los patrones de expresion de las proteinas claudina 11 y conexina
43, componentes principales de las uniones estrechas y las uniones gap, respectivamente, y
compararon los resultados con los patrones de expresion de las proteinas in vivo. Demostraron
el establecimiento de la barrera hematotesticular al cabo de 16 dias de cultivo, lo cual es mas
rapido que la formacion de esta in vivo. Los investigadores indicaron que se requiere una mayor
investigacion para comprender mejor su importancia en la finalizacion de la espermatogénesis
(De Michele et al., 2018a).

Ese mismo afio consiguieron la diferenciacién de las células germinales hasta la fase de
espermatidas redondas a partir de tejido testicular de pacientes preadolescentes criopreservado
y empleando el mismo sistema de cultivo. El proceso tuvo lugar de forma mas rapida que in
vivo, posiblemente por las condiciones de cultivo; sin embargo, se observd una pérdida de
espermatogonias durante el periodo de cultivo. El grupo de investigacion concluyo6 que todavia
es necesario un mayor estudio para lograr la diferenciacion de espermatozoides, evaluar las
caracteristicas genéticas y epigenéticas de estos y adaptar las condiciones de cultivo; lo cual
esta limitado por la escasez de tejido testicular humano (De Michele et al., 2018b).

Medrano y colaboradores determinaron que el cultivo a 34 °C ofrecia mejores resultados que
a 37 °C, tal y como sucede in vivo en humanos, pese a que las células germinales no superaron

la meiosis. Las diferencias en los resultados respecto a los estudios anteriores pueden deberse
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a la diferente etapa de maduracion inicial del tejido y las diferencias en las condiciones de
cultivo y en la composicion de los medios (Medrano et al., 2018).

Al igual que en estos estudios, Portela y colaboradores experimentaron la pérdida de
espermatogonias durante el periodo de cultivo debido tanto a una proliferacion reducida como
a una apoptosis elevada y no consiguieron la induccidon de la espermatogénesis. Ademas
compararon el comportamiento de tejido fresco y tejido crioconservado y determinaron que no
se dieron diferencias significativas (Portela et al., 2019).

A pesar de que supondria un riesgo para su aplicacion clinica, en 2018 se evalu6 la capacidad
de llevar a cabo la espermatogénesis in vitro de tejido de pacientes que habian recibido
quimioterapia con agentes alquilantes. Se consiguié la generacion de células similares a
espermatozoides a partir del cultivo de células germinales disociadas de tejido; sin embargo, no
se analiz6 su ploidia (Abofoul-Azab et al., 2018).

Ademas de las dificultades técnicas que supone actualmente el desarrollo de los modelos de
espermatogénesis in vitro en la preservacion de la fertilidad de pacientes preadolescentes y que
deberian superarse para su aplicacion clinica, también aparecen las cuestiones éticas y legales,

dado que afecta a individuos menores de edad (Wyns et al., 2021).

5. CONCLUSIONES

El establecimiento de sistemas de cultivo in vitro con capacidad de llevar a cabo el proceso
de espermatogénesis in vitro presenta numerosas aplicaciones potenciales, a pesar de que
todavia requiere de un mayor estudio e investigacion, tanto para determinar las condiciones
optimas en las especies modelo como para su aplicacion a especies diferentes.

No obstante, no solo se deberian optimizar las condiciones para conseguir la
espermatogénesis in vitro completa, sino que se deberia llevar a cabo una evaluacion de las
células obtenidas. Ademds de evaluar su capacidad de fecundaciéon mediante técnicas de
reproduccion asistida y el estado de la descendencia resultante, como ya describen algunas
publicaciones, habria que evaluar cuidadosamente las modificaciones epigenéticas que se
pueden producir en el ambiente ex vivo.

Las aplicaciones del desarrollo de estos sistemas son muy prometedoras y representan
también ventajas desde el punto de vista ético, ya que permiten reducir el nimero de animales
utilizados en experimentacion. Sin embargo, alin es necesario un mayor conocimiento de los

procesos basicos antes de que los sistemas in vitro puedan ser utilizados de forma estandarizada.
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