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Resumen

El cromosoma Y se considera importante en la reproduc-
cion masculina. Los autores han demostraco previamente
que con el uso de reproduccion asistida se pueden obte-
ner proles vivas a partir de ratones carentes por comple-
to del “brazo largo” del cromosoma Y. En este trabajo
se demuestra, ademds, que una progenie de ratones vivos
puede también ser generada usando células germinales de
machos con la contribucién del cromosoma Y limitada
solamente a 2 (dos) genes: el factor SRY determinante
del testiculo y el factor de proliferacion espermatogonial
Eif23y. Se cree que SRY tiene como funcion primaria
la determinacion sexual durante la vida fetal. Eif2s3y
puede ser el vinico gen del cromosoma Y requerido para
originar la espermatogénesis del ratén, permitiendo la
Jormacion de células germinales haploides, que son fun-
cionales en reproduccion asistida. Nuestros hallazgos son
relevantes, pero no son directamente aplicables al hombre.

Palabras claves. Cromosoma Y, reproduccién mas-
culina, células germinales, gen SRY, factor de prolife-
racion espermatogonial, Eif253y determinacion sexual.

Two Y genes can replace the entire
Y chromosome for assisted
reproduction in the mouse

Summary

The Y chromosome is considered important in male repro-
duction. The authors have previously shown that with the
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use of assisted reproduction, they can obtain live offspring

[from completely lack of the “long arm” of the Y chromo-
some. This study further demonstrates that mice progeny
mice alive can also be generated using male germ cells
with the contribution of the Y chromosome only limited
10 2 (two) genes: the determining factor SRY testis and
spermatogonial proliferat ion factor Eif253y. It is consi-
dered that SRY has primary sex determination function
during fetal life. Eif253y may be the only Y-chromosome
gene required for mouse spermatogenesis allowing the
Jformation of haploid germ cells, which are functional in
assisted reproduction. Our findings are relevant bur are
not directly applicable to humans.

Key words. Chromosome, male reproduction, germ
cells, SRY gene, spermatogonial proliferation factor,
Eif2s3y, sex determination.

El cromosoma Y de los mamiferos, que fue consi-
derado hasta hace algiin tiempo como un desperdicio
genético, es ahora reconocido como codificador de
una baterfa de genes, muchos de los cuales se piensa
que estdn involucrados en reproduccién masculina.
Se ha publicado una cantidad substancial de trabajos
para definir cudles genes son importantes para mante-
ner la funcién espermdtica en condiciones normales in
vivo. En la era de las tecnologfas de reproduccién asis-
tida (TRA) es ahora posible eliminar varios pasos de la
fertilizacién humana normal usando espermatozoides
inméviles, inviables o atin espermatozoides inmadu-
ros. Nosotros hemos demostrado que ratones machos
infértiles, que carecen de la totalidad del “brazo largo”
del cromosoma Y, pueden generar prole viva cuando
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los espermatozoides, severamente anémalos, se intro-
ducen dentro de los oocitos por via de la inyeccién in-
tracitoplasmdtica de esperma. (ICSI). En estos ratones
el cromosoma Y estd reducido de 78 Mb a alrededor
de 2Mb y codifica solamente 7 genes y 3 familias de
genes (XY* XSxr * en la Figura S1).

En la mayorfa de los mamiferos, incluyendo
seres humanos y ratones, la “determinacion testi-
cular” estd regulada por el gen Sry que dirige el de-
sarrollo gonadal hacia la diferenciacién masculina.
Usando adicién transgénica de Sry, ratones con un
cromosoma X (XOSry) desarrollan testiculos, que
estdn repletos de espermatogonias, células sexuales
masculinas que tienen el potencial de diferenciarse
e iniciar espermatogénesis. En ausencia de los ge-
nes del otro cromosoma Y, estas espermatogonias
sufren arresto (detencién) de la proliferacién y los
estadios meidicos y postmeidicos de la espermato-
génesis estdn ausentes. La adicién transgénica in-
dividual de los genes faltantes del cromosoma Y
lleva a la identificacién de Eif2s3y como el gen que
restaura la proliferacién espermatogonial normal.
En X0Sry los machos transgénicos para Eif2s3y, la
espermatogénesis mostré poder completar la pro-
fase meidtica y la primera divisién meidtica antes
de que las células se detuviesen en la fase de esper-
matocitos secundarios, con produccién ocasional
de células espermdtide-similes. Aqui tratamos de
probar si estas células similares a espermdtides son
funcionales en reproduccién asistida y si otros com-
ponentes del cromosoma Y ayudan a aumentar el
desarrollo de gametas funcionales.

Primero examinamos ratones con el comple-
mento génico del Y limitado a dos genes trans-
génicamente, derivados: uno “autosomalmente”
localizado (Sry) y el otro ubicado en el cromoso-
ma X, Eif2s3y (X*OSry en la Figura S1). Estos
ratones tienen testiculos mds pequefios que los
machos XY tipo salvaje (Figura
S2) pero poblados con células ger-
minales. El andlisis de los cortes
testiculares confirmé que la esper-

tringido a los estadios 5 a 7, con presencia ocasio-
nal de espermdtides en estadios 8 y 9 [Figura 1A,
(inset) y Figura S3]. Observamos también cambios
secundarios en los tibulos seminiferos con aumen-
to en la incidencia de células en proceso de muerte
celular, cuerpos multinucleados y vacuolas (Figura
1B). Estos cambios aumentaron progresivamente
a medida que los machos envejecian y finalmente
terminaron generando tiibulos similares a los del
sindrome de células de Sertoli exclusivas (Sertoli
Cell Only Sindrome) (Figura 1C).

Probamos posteriormente la funcién de las cé-
lulas espermdtide-similes X(E) de OSry en repro-
duccién asistida.

Células redondas espermdtide-similes se halla-
ron en suspension de células testiculares de todos
los machos usados en los intentos de técnicas de
reproduccion asistida, aunque estas células fueron
raramente halladas y su morfologia fue comun y
levemente anormal (tamafio aumentado, ntcleos
menos pronunciados y superficie rugosa en lugar
de lisa) cuando se comparan con las espermiti-
des de los machos control XY (Figural, D y E).
Sin embargo, cuando llevamos a cabo inyeccién
en células (espermdtides) redondas (ROSI) los oo-
citos fertilizaron exitosamente como se evidencia
por el desarrollo de 2 prontcleos y por la expul-
sién del segundo corptsculo polar asi como por el
clivaje subsiguiente (Figura S4). Cuando los em-
briones desarrollados de 2 células fueron transferi-
dos dentro del oviducto de las hembras receptoras
se obtuvieron proles vivas (Tabla 1 y Figura 1F).
Tres de 4 machos que proveyeron espermdtides
para inyeccién produjeron descendencia viva. La
eficiencia de ROSI con machos X(E)OSry fue sig-
nificativamente mds baja que con los controles XY
(9% versus 26%) (Tabla 1). Toda la progenie tenfa

los fenotipos esperados cuando derivaron de padres

Tabla 1. Los resultados de la inyeccion espermdtica (ROSI) con espermitides
de machos con complemento limitado del gen Y. Para contribucion del gen Y,
ver fig. S1. Los porcentajes de descendencia viva e implantacion se calcularon a
partir de embriones transferidos. rango etario de los machos entre 63 y 229 dias.

matogénesis estaba activa, lo que

permitia el desarrollo de células Male genotype Y gene contribution  Live offspring % (no.)  Implants % (no.)
germinales con morfologia similar X:OSry Eif2s3y and Sry 9.1(12/132) 29.5 (39/132)"
ala espermétide (Figura 1 A, fle- Xy*xsry Eif2s3y and Sry’ 5.7 (13/227) 27.3 (62/227)’
cha) ya aquellas observadas antes. X erO Eif2s3y and er}' 20.0 (24/120) 45.8 (55/120)°
La presencia de estas espermétides XS:(rY* Eif2s3y and Sxr 16.0 (24/150) 37.3 (56/150)°
XY™ control Intact Y 26.0 (19/73) 69.9 (51/73)

fue baja y su desarrollo estuvo res-
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XEOSry y fue sana; aquellos que se aparearon fueron
fértiles (Figura IG, Figura S5 y texto suplementario).

Un cromosoma sexual sin aparear conduce
a la detencién de la meiosis y a la apoptosis, de
modo que la falla meidtica parcial en los hombres
XEOSry no fue un hecho inesperado. Las pocas
espermdtides que se encontraron en los testiculos
pueden ser “células” que se “filtraron” durante el
arresto meidtico, por ejemplo, es decir que com-
pletaron la meiosis y eran haploides. Alternativa-
mente, éstas podrian ser las células que desarro-
llaron una morfologia de tipo espermétide sin
transitar a través de la segunda divisién meiética.

El contenido de DNA del nticleo de la esper-
mitide (Figura 2 y Figura S6) y el andlisis cromo-
sémico cigdtico (Figura 3) revelaron que la gran
mayorfa de espermétides de los machos XEOSry
eran diploides y originaron cigotos triploides, lo
que explicarfa el pobre resultado de la inyeccién
(ROSI = Round Spermatid Inyection). Para su-
perar el problema del bloqueo meiético que se
origina en la monovalencia del cromosoma X, se
usaron machos a los cuales se afiadié un diminu-
to cromosoma Y*X (Figura S1) para proveer una
segunda regién de apareamiento (PAR) y permitir
una sinapsis cromosémica PAR-PAR.

En estos machos XEY*X Sry (Figura S1) se ob-
servé en el 85% de ellos el apareamiento exitoso de
Y*X y X en espermatocitos en paquitene (Figura
§8). Sin embargo, el fenotipo testicular no mejoré
(Figuras S2 y S7, A hasta C). La proporcién de

Figura 2. Incidencia de espermdtides haploides.

descendencia viva obtenida después de la inyec-
cién fue igualmente baja como la de los machos
XEOSry (Tabla 1) y solamente 5 de 8 machos que
proveyeron células para ROSI, originaron descen-
dencia. Por ello nosotros investigamos la ploidia y
demostramos que la mayoria de las espermdtides
XEY*x Sry eran diploides (Figura 2 y Figura S6)
y que la mayoria de los cigotos, después de ROSI,
fueron triploides (Figura 3).

De esta manera, la superacién de la univalen-
cia del cromosoma X en machos XEY*XSry no
permitié superar el arresto meidtico y aumentar el
éxito de ROSI (ver el texto suplementario).

Nosotros nos preguntamos luego si otros genes
del cromosoma Y serfan beneficiosos para mejorar
la funcién espermdtica en reproduccién asistida.
Para responder a esta pregunta usamos machos en
los cuales la determinacién sexual conducida por
el transgen Sry fue reemplazada con el factor de
reversién sexual Sxrb y XESxrbY*X en la Figura
S1. En estos machos el cromosoma X es portador
de un transgen Eif2s3y que codifica lo necesario
para la proliferaciéon espermatogonial junto con el
Sxrb que codifica para Zfy2/1, Sry, H2al2y y el
grupo de genes Rbmy.

Los testiculos de los machos XESxr"O 'y
XESxr’Y** eran mds grandes que los de X*OSry y
XEy**Sry pero mds pequefios que los de machos
XY salvajes (Figura S2). La incidencia de esper-
mdtides redondas estaba aumentada solamente
en X®Sxr®Y**  (Figura S3). En ambos tipos de

machos el desarrollo de las
espermdtides era mds avan-

zado, con elongacién clara

16 %
71 %

100 — hasta la etapa 10, ocasional
80 15 oy presencia de espermdtides
8 13 en etapas 11 y 12, y ain
g 60+ ; 6% desarrollo esporddico has-
5 9% 15% 20 % .
& 40 | [12% 14% ta esperma maduro testi-
= 20 0 14 4 ” 8 cular (Figura S7, D y G).
[=5 — . .
g yll_’Ei_‘ 0 180 m oo |18 Hubieron cambios secun-
= 0 | darios en el epitelio semi-
ey BSST  B88B58387 858 SEE nifero (Figura S7, E, F,H,
[ | [ | | | [ |
. . L . e I) aunque en los machos
X 0Sry XY*Sry XSxr0 X Sxr Y

XESxr®Y* fueron menos pro-

Incidencia de espermétides haploides. Cada barra del gréfico representa un individuo macho que proporciond células
testiculares para el andlisis; los nimeros més arriba muestran el porcentaje de crias obtenidas después de ROSI.

nunciados que en los otros
genotipos. El andlisis cromo-

Los datos en en los rectngulos representan porcentaje promedio de espermatides haploides (azul) y descendencia ROSI
(rojo) para cada genotipo. Macho control con el cromosoma Y intacto tenia 97% (67 de 69) de espermétides haploides. Los
machos X eSxrbY * X tuvieron mayor incidencia promedio de espermétidas haploides que otros genotipos (P <0,01).

Reproduccién - Vol 30 / N° 1 / Marzo 2015

sémico cigdtico mostré que la
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Figura 3. Andlisis cromosémico de un cigoto post ROSI.

su papel como regulador

C o (reguladores)  epigenético

XY diploid zygote XY*Sry triploid zygote g‘%g‘,{% no puede ser excluido. Sin

A B c, D Genoype  DiPloid 2ygote em.bargo, es ra'zonable con-

e L =72 % (No) cluir que Sry juega prima-

i ;; 4 e : X 05y 23 8/35) riamente 'un P/apel durante
’ - 4 . XLEY*XSry 25 (13/5) la determmalaon sexual.

% Sea 5 / o : X EerhO 71 (5/7) Esto suglere que el se-

% s 2 i XSy 85 (47/56) gundo gen Y, Eif2s3y, es

e eS8 T neset XY 100 (36/36) el tnico gen necesario para

A. Cigoto normal diploide de ratén generado post ROSI con macho XY con 40 cromosomas. B. Cigoto triploide obtenido
después ROSI con espermatides de un macho con dos genes Y (~ 60 cromosomas). C. Cigoto diploide después ROSI con
espermatides de macho del mismo genotipo (~ 40 cromosomas). D. Incidencias de cigotos diploides generados después de
ROSI. cf, fragmentos de cromosomas. n = nimero de cromosomas. ap <0,05, bp <0,001 versus control XY. Escala 50 pm.

de ROSI, eran diploides (71-85%) (Figura 3) y el resul-
tado de ROSI fue significativamente mejor en todos los
machos controlados (3 por genotipo) produciendo crfas
vivas con una tasa que alcanza ahora 20% y 16% (Tabla
1). Sin embargo, la frecuencia de espermatides haploides
en machos XfSx1*O permaneci6 baja (Figura 2 y Figura
S6). La discrepancia en la ploidia entre las espermatides
y los zigotos habla de la posibilidad de que la segunda
divisién meidtica se realizase en los oocitos. Esto sugiere
que Sxr* codifica un gen o genes que promueven la se-
gunda divisién meiética cuando todos los cromosomas
estdn apareados y permite superar el arresto meidtico de
la espermétide diploide en el oocito cuando un cromoso-
ma adecuado (Pairing Partner) para el apareamiento con
la X se ha perdido (ver el texto suplementario).

Nosotros hemos demostrado que solamente 2
genes del cromosoma Y del ratén, Sry y Eif2s3y,
son necesarios para el desarrollo de células germi-
nales haploides masculinas que son suficientes para
una reproduccién exitosa y para originar descen-
dencia viva. Este complemento minimo del gen Y
debe ser suficiente entonces para una reproduccién
exitosa y para originar descendencia viva. Este mi-
nimo complemento del gen Y debe ser adecuado
para asegurar una metilacién masculina especi-
fica y la formacién correcta de cualquier otra(s)
modificacion(es) epigenética(s) que se requiera(n)
para la embriogénesis en el genoma paterno.

Que el Sry sea uno de los dos genes no es sor-
prendente desde que él conduce la determinacién
testicular. Su expresién y translacién en el ratén
ocurre durante un perfodo muy breve en el desa-
rrollo fetal. En el testiculo adulto, la trascripcién
del Sry parece ser aberrante y no traducible aunque

conducir la espermatogé-
nesis a través de la primera
divisién meidtica y asi con
la progresién meidtica oca-
sional formar espermdtides
redondas haploides. Eif2s3y es una subunidad 3Y-
codificada del factor universal 2 de iniciacién de
traslacion eucaridtica. El gen Eif2s3y es omnipre-
sente y en el testiculo juega un rol en la prolifera-
cién espermatogonial. Eif2s3y ha sido conservado
en el cromosoma Y durante la evolucién euteriana
pero no hay copia ligada a la Y de Eif2s3 detectada
en primates simios, incluyendo los seres humanos.

En los hombres, la detencién de la prolife-
racién espermatogonial ocurre frecuentemente
por deleciones de AZFa (azoospermia; sindrome
SCO) y ha sido relacionada con una pérdida de
DDX3Y. En ambos, hombres y ratones, los genes
Eif2s3 y Ddx3 pertenecen a una familia de genes
ampliamente expresados que codifican proteinas
involucradas en la iniciacién de la traslaciéon del
RNAm en los ribosomas. Estos genes tienen ho-
mologos en el X que escapan su inactivacién y las
copias del Y y X se sospecha que son, al menos en
parte, intercambiables con la copia del Y conser-
vada para proveer 2 dosis de producto génico en
ambos: hombres y mujeres. La pérdida en el ratén
del Y encoded Ddx3y no es perjudicial para la esper-
matogénesis debido a la compensacién provista por
una copia del X retrotranspuesta en un autosoma.
Anélogamente en hombres, la presencia de una co-
pia del X retrotranspuesta de EIF2S3X en adicién a
EIF2S83X misma, explica por qué la pérdida de la co-
pia Y todavia permite la espermatogénesis. Aunque
no hay una copia humana de Eif2s3y, los hombres
tienen una copia encoded (codificada) del factor de
traslacién EIF1A (Eukaryotic Translation Initiation
Factor 13,Y- linked), el cual muy posiblemente actda
como parte de una multiproteina compleja que in-
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cluye EIF2S3X como también otros EIF miembros
de la familia. Nétese que EIF1AY se encuentra en la
regién AZFb y su expresion disminuida contribuye
esporddicamente a la azoospermia.

Actualmente nuestros hallazgos en ratones no pue-
den trasladarse directamente a seres humanos. ROSI
(Round Spermatid Inyection) es todavia considerada
experimental en tecnologfas de reproduccién asistida
humana, debido a dudas concernientes a la seguridad
de inyectar células germinales inmaduras y a dificulta-
des téenicas. A pesar de ello algunos nifios ya han na-
cido y ellos fueron sanos. A medida que aprendemos
més acerca de los efectos y el perfeccionamiento de los
aspectos técnicos de ROSI, este método puede devenir
més aceptable. En realidad los estudios de los efectos de
ROSI en ratones han sido alentadores. Por ello nuestro
estudio puede tener importancia para clinicos trabajan-
do en centros de ART, en apoyo de la posibilidad de
que ROSI sea una opcién viable para superar la inferti-
lidad masculina en azoospermias no obstructivas.

Considerando que nosotros hemos obtenido
descendencia viva usando células germinales de ma-
chos con solo dos genes del cromosoma Y, uno pue-

de cuestionar la importancia del cromosoma Y en
reproduccién masculina. Nosotros creemos que la
respuesta reside en definir la necesidad. El cromoso-
ma Y humano no estd en vias de desaparicién, como
se ha sostenido en el pasado y su informacién ge-
nética es indudablemente importante para muchos
aspectos de la reproduccién, incluyendo el desarrollo
de espermatozoides maduros y su funcién en fertili-
zacién normal. La mayorfa de los genes del cromo-
soma Y del ratén estdn incluidos en la espermatogé-
nesis y en la funcién espermdtica y como tales son
necesarios para la fertilizacion normal. Sin embargo,
cuando se trata de reproduccién asistida nuestro
estudio en ratones prueba que la contribucién del
cromosoma Y puede ser disminuida hasta un nivel
minimo que consiste en los genes SRY y Eif2s3y.
En realidad serfa posible eliminar completamente el
cromosoma Y del rat6n si se hace un reemplazo ade-
cuado de estos dos genes.

Bibliografia: 50 citas bibliograficas que no se
transcriben por problemas de espacio.

Figura 1. Histologia testicular, espermdtides redondas y descendencia.

A. Los machos con solo dos genes Y, Eif2s3y y Sry, tienen arrestos meidticos y postmeidticos que sélo ocasionalmente permiten la formacion de espermatides (flechas) que
frecuentemente se demoran y no se desarrollan. St8 / 9. B. la degeneracion tubular con la formacion de “cuerpos multinucleados" (Flechas largas), vacuolas (flechas cortas), y
células germinales muertas y/o apoptaticas (puntas de flecha) es con frecuencia observada. C. SCO fenotipo similar en un viejo macho. D. Suspension testicular de machos de tipo
salvaje machos contiene espermatozoides testiculares (flechas) y muchas espermatides redondas con caracteristicas morfoldgicas claras. E. Los hombres con dos genes Y tienen
sustancialmente un menor nimero de células germinales en la suspension de células testiculares con ausencia de espermatozoides y muy pocas espermétides redondas (punta
de flecha). Estas espermétides son funcionales en ROSI. F. Cria ROSI obtenida después de la transferencia de embriones generados con espermatidas de un macho con sélo dos
genes y G. Una hembra adulta desarrollado a partir de la cria mostrada con su propia camada. Nimeros romanos y arabigos en (A) son etapas del tubulo y estadios de desarrollo
de las espermatides (St), respectivamente (ver fig. S3). escala, 16 um (A y B), 50 pm (C), y 10 um (D y E); inset x 3 , meses de edad.
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