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RESUMEN

La    espermatog6nesis    es    un    proceso    complejo    a    traves    del    cual    se   forman

espermatozoides   haploides   a   par{ir  de  espermatogonias  diploides.  Varios   estudjos

indican que un desbalance en  los factores que controlan  la muerte celular programada

provoca  infertilidad.  La  apoptosis  es  un  tipo  particular  de  muerte  celular  programada

que   se   caracteriza   por  la   activaci6n   de   un   grupo   de   cisteino-proteasas   llamadas

caspasas.  En  ese  sentido,  se  desconoce  si  la  muerte  de  las  c6lulas  germinales  es

debida a  la apoptosis  o  bien  a otro tipo de  muerte  celular independiente de  caspasas.

Este   es   un   punto   crucial,   debido   a   que   en   otros   modelos   de   desarrollo   se   ha

documentado que la activaci6n de caspasas se encuentra asociada  a la diferenciaci6n

y no a la apoptosis.

Es  dentro  de  este  marco  conceptual  que  el  objetivo  principal  de  la  presente

memoria es determinar si la inhibici6n /.n v/.vo de las caspasas afecta la muerte celular o

la  progresi6n  de  la  espermatog6nesis  de  la  rata.  Para  lograr  este  objetivo  utilizamos

jnhibidores  generales  y  especificos  de  las  caspasas-8  y  -9,  las  cuales  se  saben  que

participan en apoptosis en otros sis{emas.  Los resultados indicaron que la inhibici6n de

las   caspasas   previene   la   apoptosis   de   celulas   germinales   que   se   produce   en   la

pubertad  de  la  rata  (20-25  dias  de  edad).  Sin  embargo,  esta  jnhibici6n  no  afect6  la

progresi6n  de  la  espermatogenesis,  como  se  observ6  en  testiculos  de  ratas  42  dias

despu6s  del  tratamiento  con   los   inhibidores.   Mas  atln,   estas   ratas  fueron  fertiles.

utilizando  estos  inhibidores  especfficos  observamos  que  s6lo  el  inhibidor general  y  el

de la caspasa-8,  pero no el de caspasa-9,  inhibieron significativamente la apoptosis de

c6lulas  germinales.  Esto  sugiere  que  la  principal  via  de  sefialjzaci6n  de  la  apoptosis



jnvolucra  a  la  caspasa-8,  la  cual   se  activa  por  medio  de  receptores  de  muerte  en  la

membrana plasmatica.

En  conclusi6n  este  trabajo  sugiere  que  las  caspasas  inducen  la  apoptosis  de  celulas

germinales.  Estos  resultados  permitifan  poder  elucidar  la  o  las  posibles  sefiales  que

inducen la apoptosis fisio[6gica de celulas germinales.



ABSTRACT

Spermatogenesis   js   a   complex   process   through  which   haploid   spermatozoids   are

formed  from  djploid  spermatogonias.  Apoptosis  is a  particular type of programmed  cell

death,  which  is  characterized  by  the  activation  of a  group  of  cistein-proteases  called

caspases.   Several   studies   indicate  that  a   misbalance   of  the  factors  which   control

programmed  cell death,  provoke infer(ility.

However,  it is not known whether the programmed  cell  death which occurs  in germinal

cells,  is  apoptosis  or a  different type  of cell  death  not dependent on  caspases.  This  is

crucial,   since   other   development   models   have   shown   that   caspase   activation   is

associated to differentiation and not to apoptosis.

Within this  conceptual frame,  the  main  objective  of this thesis  is to  determine whether

the    /.n    v/'vo    inhibition    of    caspases    affects    cell    death    or    the    progression    of

spermatogenesis   in   rats.   To  reach  this  objective  we  will   use  general  and   specific

inhibitors  of caspase-8 y -9,  caspases  of which  their participation  in  apoptosis  in  other

systems  has  been  shown.  Results  indicate  that  the  inhibition  of  caspases  prevents

apoptosis in germinal cells which occurs during the rat's puberty (20 to 25 days of age).

However,  this  inhibition  does  not  affect  the  progression  of  spermatogenesis,  as  was

observed  in  rats  42  days  after  the  inhjbitor  treatment.  Even  better,  these  rats  were

fertile.  Using these specific inhibitors we observed that only the general inhibitor and the

one  for  caspase-8,  but  not  the  one  for  caspase-9,  significantly  inhibited  apoptosis  in

germinal  cells.  This suggests that caspase-8  is  involved  in the main signalling  pathway

Of apoptosis, which is activated by death receptors on the plasmatic membrane.
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Concluding,    this   thesis   therefore   suggests   that   caspases    induce   germinal   cell

apoptosis.  These  results  allow  elucidating  possible  signals  which  induce  physiologic

apoptosis in germinal cells.
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1.            INTRODUCC16N

1.1                Espermatog6nesis

Los      machos      reproductivamente      activos      producen            millones      de

espermatozoides,  por ej.emplo  en  el  hombre  este  ntlmero  asciende  a  mas  de

100  mjllones  por dia  (Clemont,1963).  Esto  ocurre  en  un  proceso  denominado

espermatogenesjs,  el cual es un  mecanjsmo altamente ordenado que involucra

mtlltiple  divisiones  y  diferenciaci6n  celular,  a  partir  de  las  cuales  las  c6lulas

troncales      germjnales,      llamadas      espermatogonias,      pasan      a      formar

espermatozoides maduros (Adashi  E.Y.1996).  Este proceso ocurre fisicamente

al interior de los ttlbulos seminiferos de los testiculos.

Los  tabulos  seminiferos  son  una  red  intrincada  de  pequefios  ttibulos  y

compartimientos  que  se  convolucionan  en  vueltas  o  giros     cuyos  extremos

estan   conectados   a   la   refe   fesfi.s   (Russell,   1990).   Ademas   de   las   c6lulas

germinales,  los tdbulos seminiferos contienen   las c6lulas de Sertoli,  las  cuales

se  extienden  desde  la  lamina  basal    hacia  el  lumen  del  tdbulo  y  son  las  que

sostienen   a   las   c6lulas  germinales,     aportan   los   nutrientes  y  factores   que

permiten  la proliferaci6n y diferenciaci6n  (Figura  lA).

La  espermatogenesis  se  puede  dividir  funcjonalmente  en  tres  fases:  la  fase

proliferativa,  la fase mei6tica y la fase de diferenciaci6n  o espermiog6nesis.  En

la fase de proliferaci6n las espermatogonias se dividen mit6ticamente tanto para



mantener  el   ndmero   de   c6lulas  troncales   como   para   producir  c6lulas   que

continua fan    la    diferenciaci6n    produciendo    espermatocitos.    Posteriormente

contintla  la  fase  mei6tica,  en  la  cual  las  c6lulas  en  meiosis  (espermatocitos)

recombinan   el   material   gen6tico   para   luego   segregarlo   dando   lugar  a   las

espermatidas   haploides.   Por   tlltimo   ocurre   la   espermiog6nesis   o   fase   de

diferenciaci6n,  en  la  cual    las  c6lulas  haploides  o    espermatidas  redondas  se

diferencian   para   formar   espermatozoides   maduros,    los   cuales   fertilizafan

finalmente el 6vulo (Adashi  E.Y et al,1996;  Russell,  Figura  18).
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Fjgura  1:    La Espematog6nesis.

A: Organizaci6n de las ceiulas geminaies en los tdbulos seminiferos en un testiculo.  La Figure represenfa
un dibujo donde se aprecian los diferentes tipos de c6lufa§ geminales desde las espematogonias (en la
hose del tabulo)  hasta los espematozoides maduros (hacia el  lumen tubular).  a:  Diagrama de  las ctapas
de   la   ospemiatog6nesis.    La   imagen   resume   log   eventos   de   division   celular   (face   proliferativa),
diferenci.acj6n    (fase   rriei6tica)    y   diferenciaci6n    (espeiTnjog6ne§is)    que    llevan    a    la   formaci6n    do
espematczoides.



La  espermiogenesis  es  la  fase  final  de  la  diferenciaci6n  de  la  c6lula  germinal,

previo   a   la   liberaci6n   del   espermatozoide   ya   formado   desde   el   epitelio

seminifero.    Durante   la   espermiog6nesis,   las   c6lulas   germinales   haploides

parcialmente  diferencjadas,  llamadas  espermatidas  redondas,  sufren  cambios

enormemente  complejos  tanto  morfol6gjcos  como   bioquimicos  y  fisiol6gicos,

que  dan  como  resultado  un  espermatozoide  altamente  asim6trico  y  flagelado

Aunque el  ndmero de etapas de  la espermatog6nesis varfa entre las especies,

se    pueden    diferenciar   por   cambios    morfol6gicos   discretos,    basados   en

modificaciones  estructurales  que  ocurren  en  el  acrosoma  del  espermatozoide

en   formaci6n.   Estas   etapas   pueden   ser   clasificadas   en   las   fases:   Golgi,

capuch6n, acrosoma y maduraci6n (Hamilton DW,1990).

Dentro  de  los testiculos  se pueden  encontrar ttlbulos  con varios tipos  celulares

(por  ejemplo  espermatogonias,  espermatidas,  espermatocitos).   Dentro  de  un

mismo  tdbulo,   un  tipo   particular  de  celula  germinal   esta  sincronjzado  en  el

desarrollo con sus c6lulas vecinas.  Es decir, todos los espermatocitos primarios

aparecen  en  una capa conc6ntrica  relativamente cerca  de  la  base del tabulo y

estan  desarrollados de manera similar. Asi,  si se encuentran ttlbulos dentro del

corte  de testiculo  con  un  tipo  celular en  la  misma fase  del  desarrollo  que  otro

tdbulo  observado,  se deduce  que  las  c6lulas  germinales  dentro  de  ese tdbulo

estan en fase y son simjlares aparentemente a las del otro ttlbulo.

Dentro   de   este   contexto,   se   define   asociaci6n   celular   o   estadio   a   una

agrupaci6n  de  c6lulas  germinales  en  una  fase  particular  del  desarrollo  en  los



cortes   de   testiculos.    Cada   tipo   celular   de   cada   asociaci6n   celular   esta

funcionalmente  integrada  con  las  otras  en  los  procesos  de  desarrollo  (Russell,

1990).   En   la   mayoria   de   los   mamiferos   los   estadios   estan   conformados

secuencialmente a lo largo del eje longitudinal del tdbulo semjnifero, de manera

tal  que  los  segmentos  del  ttlbulo  contienen  los  diferentes  estadios  en  orden

secuencial.  Este  orden  de  los  estadfos y su  repetici6n  a  lo  largo de  los tdbulos

constituye las ondas espermatog6nicas en el epitelio seminifero. Asi,  el estadio

I  es seguido por el estadio  11 y este por el  Ill  hasta el estadio XIV (en  la rata)  el

cual   es   seguido   nuevamente   por   el   estadio   I   (Figura   2)   Las   ondas   son

producidas  por el  desarrollo  sincr6nico  de  las  unidades  clonales de  las  c6lulas

germinales  (Clemont,1972;  Hess,1999).    En  humanos,  se  han  definido    seis

estadios en la espermatogenesis los que constituyen un ciclo espermatog6nico,

mientras que en   la rata, como se mencion6 anteriormente, se pueden encontrar

catorce estadios.  Dentro  de  los  mamiferos  esta  tlltima  ha  sido  la  especie  mas

extensamente estudiada en relaci6n a los aspectos de la espermatogenesis.



Figura 2:  Representaci6n de los estadios del ciclo del epitelio seminifero de la rata.
Cada   una   de   las   catorce   designadas   con   ntlmeros   romanos   (I-XIV)   representa   una   asociaci6n   de
espermatogonias, espermatocitos y espematidas los cuales definen un estadio del ciclo. (Russell,1990).

La    diferenciaci6n    de     una     poblaci6n     de    c6lulas    germinales     comienza

aproximadamente  a  los  10  dias  post  coito  (pc)  en  la  rata.  Posteriormente  las

espermatogonias  comienzan  a  dividirse  mit6ticamente  hasta el  dia  17  pc hasta

pasar a  una fase de arresto mit6tico que se mantendra  hasta el nacimiento del

animal.  Alrededor  de  los  6  dias  de  edad  las  celulas  retoman  nuevamente  su

actividad  mit6tica dando origen a las espermatogonjas tipo A,  las cuales son  las

celulas  troncales  de  la  espermatogenesis  en  los testiculos  adultos  (Mccarrey,



1993).   A   continuaci6n   comienza   la   primera   onda   de   la   espermatog6nesis

marcada  por el  inicio de la  meiosis  I  sobre las espermatogonias   para  dar paso

a espermatocitos  primarios,  proceso que se desarrolla desde los  9 a  los 23-26

dias  de  edad   aproximadamente.   En  seguida  los  espermatocitos  realizan  la

Meiosis  11 formando espermatjdas haploides.  Esto quiere decir que a los 25 dias

de edad podremos encontrar espermatogonias, espermatocitos y algunas pocas

espermatidas redondas. Por otra parte si vieramos un corte de testiculo a los 50

dias   de  edad   encontrariamos   tambi6n   numerosas   espermatidas   redondas,

espermatidas     alongadas     y    espermatozoides.     Finalmente,     comienza     la

espermiog6nesis  sobre  las  espermatidas  redondas  para  su  diferenciaci6n  a

espermatozoides,   proceso   que   abarca   desde   los   26   a   los   45   de   edad

aproximadamente  en  la  rata  (Mccarrey,  1993).  Este  proceso  se  repite  una  y

otra vez a lo largo de toda la vida reproductora del macho.
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1.2               Apoptosis

La  muerte  celular  programada  fisiol6gica  es  un  componente  esencial  para  el

desarrollo   animal   y   la   homeostasjs  tisular  (Pascal   et   al,   2000).   El   t6rmino

"muerte  celular programada" fue  originalmente  utilizado  en  1964  para  describir

una  serie  de  eventos  que  llevaban  a  una  muerte  celular  durante  el  desarrollo

(Lockshin y Williams,1964)  .  Posteriormente,  Kerr y sus colegas introdujeron  el

termino       "apoptosis"       en    1972   para   diferenciar   una   muerte   celular   con

caracteristicas  morfol6gicas  distintivas  que  ocurria  tanto  en  el  desarrollo  como

en  la  homeostasjs  de  los  organismos  multicelulares  (Kerr  et  al,1972;  Hikim  y

Swerdloff,1999).

El   proceso   de   la   apoptosis   da   cuenta   de   una   serie   de   cambios

morfol6gicos y bioquimicos como  la  reducci6n  del volumen  celular,  la  aparici6n

de   protuberancias   ("blebbing")   en   la   membrana   plasmatica,   condensaci6n  y

fragmentaci6n  de  la  cromatina  y  formaci6n  de  cuerpos  apopt6ticos.  Ademas,

fosfatidilserina,    un    fosfolipido    que    normalmente    se    localiza    en    la    cara

citoplasmatica  de  la  membrana  plasmatica,  es  translocado  hacia  la  superficie

externa,  exponi6ndose hacia el medio ambiente extracelular durante las etapas

tardias  de  la  apoptosis.  Esta  exposici6n  conlleva  a  su  posterior interacci6n  con

proteinas  del  sjstema  jnmune  como  la  anexina  V,  constituyendo  uno  de  los

principales  blancos  del  reconocimiento  por  parte  de  los  fagocitos  (Hail  et  al,

2006).   Sin   embargo,   la   exposici6n   de   fosfatidilserina   no   siempre   conlleva



apoptosis en todos los tipos celulares, ya que en el espermatozoide este evento

es   independiente   de   la   muerte   celular  y  se   cree   que  juega   un   rol   en   la

remodelaci6n   de   la   membrana   plasmatica   del   espermatozoide   durante   la

capacitaci6n  (de Vries et al,  2003).  En  general,  estos  cambios  en  la  membrana

plasmatica que permiten  la  uni6n  de fagocitos consiguen evitar la  liberaci6n del

contenido   celular  y   por  ende   una   posible   reacci6n   de   inflamaci6n,   evento

distintivo de la necrosis (Hail  N et al, 2006),

Por  otro  lado,   una  de  las  caracteristicas  celulares  mas  clasicas  de  la

apoptosis  es  la  condensaci6n  y  fragmentaci6n  de  la  cromatina.  Esto  ocurre

debido  a  la  activaci6n  de  endonucleasas  dependientes  de  magnesio  y  calcio,

las    cuales    cortan    especificamente   el    DNA    ubicado   entre    las    unidades

nucleosomales     (espacios    de    aproximadamente    200     pares    de     bases)

(Gerschenson     y     Rotello,     1992).     Esta     caracteristica     ha     proporcionado

adicionalmente  un  diagn6stico  confiable  para  la  detecci6n  de  muerte  celular  a

trav6s  de  diferentes  m6todos.  Los  fragmentos  de  DNA  pueden  separarse  a

traves  de  geles  de  agarosa  dando  lugar  a  un  patr6n  de  "escalera"  (ladder)

tipicamente asociado a  la apoptosis.  Por el  contrario,  en  la  necrosis,  el  DNA es

degradado  al  azar por endonucleasas citos6licas y lisosomales  produciendo  un

patr6n    de    "chorreo"       tambien    detectado    mediante    un    gel    de    agarosa

(Gerschenson  y  Rotello,  1992;  Hail  N  et  al,  2006).  La  fragmentaci6n  del  DNA

que  ocurre  durante  la  apoptosis  se  puede  visualizar  en   cortes   hjstol6gicos

utilizando  una  t6cnica  conocida  como  TUNEL  (TdT-mediated  duTP  nick-end



labelling).    Este   sistema    mide    la   fragmentaci6n    del    DNA   de    las    celulas

apopt6ticas  basandose  en  la  adici6n  catalitica  de  nucle6tidos  conjugados  con

fluoresceina .a los extremos 3`OH libres del DNA a traves de la enzima Terminal

deoxinucleotidil    transferasa    (TdT)    (Gavrieli    et   al,    1992).    Los    nucle6tidos

fluorescentes pueden ser visualizados  posteriormente de manera directa en  un

microscopio     de    fluorescencia     o     cuantificados     por    citometria     de    flujo

(Krishnamurthy et al,1998)

1.3              Vias de activaci6n de caspasas

La  apoptosis  ocurre  gracias  a  la  funci6n  de  una  familia  de  proteinas,

llamadas  caspasas,  las  cuales son  las  principales  ejecutoras de  este  proceso.

Las caspasas,  son cisteino proteasas que cortan  un polip6ptido despu6s de un

residuo de aspartato en sus sustratos (Riedl Setefan J et al, 2004).  Hoy en dia

se  conocen  11     caspasas  diferentes,  las  cuales  se  pueden  clasificar  en  tres

grupos:  en  el  grupo  I  se encuentran  las  caspasas  involucradas en los  proceso

de  inflamaci6n  (caspasa-1,  4,  -5,  -13)  mientras  que tanto  en  el  grupo  11  como

en   el    Ill   se   encuentran    las   caspasas   relacionadas   directamente   con   la

apoptosis.  El  grupo  11  ubica  a  las  primeras  caspasas  en  activarse  tras  recibir

diferentes estimulos,   son conocidas como caspasas iniciadoras (caspasa-6, -8,

-9, -10),  mientras que el grupo  Ill  retlne a aquellas caspasas que son  activadas

por  las   iniciadoras,   raz6n   por  la  cual  se  denominan   caspasas  efectoras   o
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ejecutoras (caspasa-3, -7) (Nicholson,1999).

La apoptosis se puede inducir principalmente por dos vias:  Ia via  intrinseca y la

via extrinseca  (Figura 3).  La via  intrinseca o tambi6n  llamada de la mitocondria

responde  a  diferentes  estimulos  generados  al  interior  de  la  celula,  como  por

ejemplo   dafio   en   el   DNA  (Hengartner,   2000).   Uno  de   los   eventos   iniciales

caracteristicos   de   esta   via   es   la   disrupci6n   del   potencial   de   membrana

mitocondrial,   el  cual  es  considerado  un  "punto  de  no  retorno"  en   la  muerte

celular  (Van  Loo  et  al,  2002).  Este  evento  induce  la  formaci6n  de  un  poro  de

transici6n  de  permeabilidad,  formando  un  Canal  que  comunica  el  citosol  de  la

mitocondria  con  el  citoplasma  celular.    Se  propone  que  a  trav6s  de  este  canal

se  liberan  diferentes  componentes  mitocondriales tales  como  el  citocromo  c,  la

endonucleasa   G,   los   factores   inductores   apopt6ticos   (AIFs),   Omi/HTRA2   y

Smac   (second   mitochondrial-derived   activator   of   caspases)   /Diablo   (direct

inhibitor  of  Apoptosis   (lAP)-   binding   protein   with   low   pl),   que   llevaran   a   la

activaci6n  de la cascada  apopt6tica  (Van  Loo  et al, 2002).  EI  Citocromo c en  el

citoplasma    se    une    a    la    proteina    APAF1,    lo    cual    induce    un    cambio

conformacional  en  6sta,    permitiendole  unir ATP  y junto  con  la  procaspasa-9

formar   un   complejo   multiprotejco   llamado   apoptosoma,   el   cual   media   la

activaci6n  de  la  procaspasa-9  a  caspasa-9.   (\/Vu  et  al,  2000;  Garrido  et  al,

2006).

Por  otra  parte,  la  familia  de  proteinas  BCL-2  (B-cell  lymphoma  2)  regulan  la

permeabilizaci6n   de   la   membrana   externa   mitocondrial.   Esta   famjlia   puede
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dividirse  en  tres  grupos  de  acuerdo  a  sus  dominios  de  homologia  con  BCL-2

(dominios  BH)  y  a  sus  funciones.  Los  miembros  de  la  familia  antiapopt6tica

BCL-2     se   caracterizan   por  tener  cuatro   dominios   BH.   En   este   grupo   se

encuentran, entre otras,  las proteinas BCL-XL,  MCL-1  y BCL2;  los miembros de

la  familia  proapopt6tica  de  multidominios  (como  BAX,  BAK  o  BOK)  en  cambio

poseen  tres  dominos  BH   (Garrido  et al,  2006).  Por dltimo,  estan  los  miembros

de la familia proapopt6tica BH3-on/y que incluyen  a  BAD,  BID y BIM,  las cuales

comparten   homologia   solo  en   el   dominio   BH3.   Todas  estas   proteinas  son

capaces  de formar homo  o  heterocomplejos  a traves  de sus  dominios  BH  con

los  cual  afectan  de  una  u  otra  manera  la formaci6n  del  poro  de  permeabilidad

de la mitocondrja, regulando de esta manera la apoptosis (Garrido et al, 2006).
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Fjgura 3: Principales vies de activaci6n y regulaci6n de la apoptosis.

El  diagrams  muestra  la  activacion  craspasas  ya  sea  par  la  via  extrinseca  a  traves  de  receptores  de
membrana a par la via  intrinseca gracias a fa  liberaci6n Gel citocromo c.  Ademas se observan  en  rosado
a©unce de los inhibidores sintelicos  utilfados en el preserite ostudio.(Imagen  modificada  de  Hongartner,
2000, Nature)

La via extrinseca o de receptores de membrana es iniciada por la union de un

ligando de muerte,  como por ejemplo  Fas-L o TRAIL,  a un  receptor especifico,

como  Fas o  DR5  respectivamente  (Ozoren  et al,  2003;  Bhardwaj  et al,  2003).

Dicha  ulii6n   lleva  a  la  formaci6n  de  un  comp!ejo  en   ia  cara   intema  de  la

membrana  plasmatica  que  posteriormente  recluta  factores  citos6licos  como

FADD   (Fasrasociated   proteins   with   death   domain)   formando   un   complejo

sefializador   inductor   de    muerfe    llamado    DISC    (death-inducing    signalling

13



complex).    La   formaci6n   del   DISC   genera   la   activaci6n   de   las   caspasas

iniciadoras 8 y 10 (Rjedl Setefan J et al, 2004).

Cabe destacar que  ambas vias  (extrinseca  e  intrinseca)  estan  comunicadas  a

trav6s  de  la  proteina  BID,  que pertenece a  la familia  BCL-2  (Li  et al,1998;  Luo

et  al,   1998).  Tras  la  transducci6n  de  sefiales  proapot6ticas  extracelulares  a

trav6s de los receptores de membrana, BID es activado proteoliticamente por la

caspasa-8.    Posteriormente   el   fragmento   C-terminal   de   BID,   t-BID   o   BID

truncado, es translocado a  la mitocondria y promueve la liberaci6n de citocromo

c (Garrido et al, 2006).

Finalmente,  la  activaci6n  de  las  caspasas  iniciadoras  (caspasa-8,  -9  y -

10)  por una  u  otra via  convergen  en  la  prote6ljsis  y activaci6n  de  las  caspasas

ejecutoras 3, 6 y 7, las cuales participan en el clivaje de diferentes sustratos que

causan  la  muerte  de  la  c6lula,  no  solo  por  la  contribuci6n  en  el  aumento  del

dafio  celular  sino  tambien,  en  algunos  casos,  participando  activamente  en  el

proceso del dafio a la c6lula (Riedl, 2004)

Se  ham  identificado  aproximadamente  280  sustratos  de  caspasas,  los  cuales

pueden  ser  divididos  de  acuerdo  a  sus  caracteristicas  funcionales  e  incluyen

proteinas   de   andamiaje   tanto   del   citoplasma   como   del   ntlcleo,   proteinas

transductoras de sefiales y proteinas  reguladoras de  la transcripci6n  (Fisher et

al,   2003).   Dentro   de   estas   se   encuentra   la   Poli   (ADP-Ribosa)polimerasa-1

(PARP-1),  la  cual  cataliza  la  transferencia  de  los  polimeros  de  ADP-Ribosa  a

proteinas   nucleares  facilitando   la   reparaci6n   del   DNA   (Herceg   et  al,   2001).
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PARP-1   es   clivada   en   su   sitio   DEVD   lo  que   genera   la   inactivaci6n   de  su

actividad  catalitica disminuyendo  la  capacidad  celular de  poder reparar el  dafio

en   el   DNA   y   posiblemente   previniendo   la   depleci6n   del   ATP,   el   cual   es

necesario para el proceso apopt6tico  (Fisher et al,  2003).  Sin  embargo,  ratones

PARP  (-/-)  no  muestran  un  fenotipo  que  indique  un  rol  fundamental  de  esta

proteina en el proceso apopt6tico o sensibilidad a apoptosis mediada por FAS o

TNF  (otro  ligando  proapopt6tico)  (Wang  et al,1997).  Estos  resultados sugieren

que  el  clivaje  de   PARP  es  un  evento  caracteristico,   pero  presumiblemente

dispensable para la mayoria de las vias apopt6ticas.  (Fisher et al, 2003).

Otra  proteina  cljvada  por caspasas durante  la  apoptosis  es  P115,  la  cual  esta

localizada   en   el  Aparato   de   Golgi   donde   cumple   un   rol  fundamental   en   la

mantenci6n  de la arquitectura de dicho organelo (Puthenveedu  MA et al, 2001 ).

P115 es clivada  por la caspasa-3 en  cuatro fragmentos de 90,  75, 50 y 30  kDa,

y por la caspasa-8 generando s6lo los fragmentos de 90 y 30 kDa.  El fragmento

C-terminal    de    P115    generado    tras    el    clivaje    es    capaz    de    inducir    la

fragmentaci6n del Aparato de Golgi y en  consecuencia generar apoptosis  (Chiu

et al, 2002).
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1.4              Regulaci6n de la actividad de las caspasas

1.4.1         Control de la activaci6n de las caspasas

La  estructura  de  las  caspasas  esta  altamente  conservada  a  trav6s  de  las

especies.  Su  base  es  un  mon6mero  con  dos  subunidades  cataliticas,   una

grande de aproximadamente 20 kDa (p20) y una pequefia de aproximadamente

10  kDa  (plo)  (Figura  4).  A  pesar de que las caspasas  son  sintetizadas  coma

zim6genos  de   una  sola   cadena,   sus  formas  activa   como   inactivas  estan

estructuradas por homodimeros de los heterodl'meros p20: pl 0 o (p20: pl 0)2.

-P20 `pl 0
28' •75j

I

277IIIIImi             I I I 1] 111 [11|i 23' '98'
303IIiI B 1[ Ill 11Ill

23' 179W194
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2'6' 374ii3a5
479521    ' caepesas '416peedorfe435
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`ED        11       -DED        I D 11 Ill Ll
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igura 4.  Fami[ia de caspasas a        6tjcas de mamifero.

Se muestran modelos de lag oslrucluras do las caspasas ejecutoras (en rojo) e inicjadoras (en ptirpura) en
donde  se  apmaan  los  primeros silios  de clivaje que  sufron  los zim6genos  (flecha  negra)  y  los  posibles
posteriores  (necha  gns).   (lmagen  modificada  de  RIedl  Stefan,  2004,   Nature  Reviews,   Moleoular  Ciell
Biotooy).
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En  un  comienzo  la  informaci6n  que  se  tenia  acerca  de  la  estructura  de  las

caspasas  se  conoci6  gracias  a  estudios  deicristalografia  de  la  caspasa-7  con

inhibidores  sint6ticos  (Chai  et  al,  2001).  Es last  como  se  pudo  apreciar  la  alta

conservaci6n  de  su  sitio  activo,   los  cuales  estan  en   los  loops  L1-L4  (loops

activos).   Durante   la  activaci6n  el   loop   L2  es  clivado  permitiendo  el   cambio

conformacional  que lleva a  la exposici6n  de  la  cisteina catalitica.  (Riedl  Stefan,

2004).   Las  subunidades  cataliticas  p20  y  plo  estan  separadas  por  un  corto

dominio  de  uni6n  o  "link":  es  6ste  el  que  tras  la  activacj6n  y  la  remoci6n  del

prodominio  es  clivado  y  liberado  generando  las  isoformas  activas  de  estas

proteinas  (Sohn  et  al,  2005).     La  conversi6n  a  las  formas  activas  requiere,

generalmente,  de  clivajes  secuenciales,  primero  para  separar  p20  de  plo  y

luego un segundo clivaje sobre p20 (Liu et al, 2005).

Las  caspasas  efectoras  se  caracterizan  estructuralmente  por  tener  un

prodominio  pequefio  (caspasa-3  -6  y-7)  y  cortar  diversos  sustratos  celulares

mientras que las caspasas iniciadoras (caspasas-8-9-10) contienen prodominios

mss  largos  (Figura  4)  que  utilizan  en  el  reclutamiento  de  proteinas,  formando

complejos de alto peso molecular como el apoptosoma de  la via  intrinseca  o el

complejo DISC de la via extrinseca (Sohn et al, 2005).

La  procaspasa-3 experimenta varios cortes posjbles  para   la generaci6n

de  las  formas  activas.  Su  isoforma  zim6gena  pesa  alrededor de  30  kDa  y  la

generaci6n   de   su   actividad   catalitica   comienza   con   la   formaci6n   de   los

intermediarios de 21  y 19 kDa, los cuales posteriormente dan paso a la isoforma
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completamente   activa   de   17   kDa.   La   procaspasa-8,   por   otro   lado,   pesa

aproximadamente 53 kDa y sus intermedjarios activos van desde 40  kDa hasta

las  formas  pequefias  de  20  kDa  y  16  kDa.  Finalmente,  la  procaspasa-9  pesa

aproximadamente 45 kDa y presenta sus contrapartes activas 37, 35 y hasta 10

kDa (Earnshaw et al,1999).

1.4.2         Inhibidores farmacol6gicos de caspasas

La  inhibici6n  de  la  apoptosis  a trav6s  de diferentes farmacos  o  drogas  ha  sido

uno  de  los  principales  focos  de  estudio  para  la  prevenci6n  de  enfermedades

degenerativas,  como  por ejemplo  Parkinson  o  Alzheimer.  Asi  se  encontr6,  por

ejemplo    que    la    taurina    inhibe    la    apoptosis    inducida    por    isquemia    en

cardiomiocitos,   previniendo la formaci6n del apoptosoma (Takatani et al, 2004).

A su vez minociclina suprime la  liberaci6n del citocromo c desde la  mitocondria

al  citosol,  y por ende  inhibe  la via  intrinseca  (Matsuki  et  al,  2003;  Vera,  2005).

Existen   en   la   actualidad   numerosos   peptidos   capaces   de   inhibir,   tanto   de

manera  selectiva  como  general,  a  las  diferentes  caspasas  dependjendo  del

rango   de   los   aminoacidos   que   los   constituyan,   ya   sea   desde   un   residuo

aspartato (Boc-Asp-FMK) hasta trimeros (z-VAD-FMK) y tetrameros (Ac-DEVD-

CHO).  Los  p6ptidos  actdan  como  pseudo  sustratos  de  las  caspasas  activas,

inhibiendolas  de  manera  competitiva  (Callus  y Vaux,  2006).  El  p6ptido  z-VAD-
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FMK   es   un   inhibidor  general   de   caspasas   constituido   por   tres   de   los   4

aminoacidos  de    la  secuencia  blanco  de  los  sustratos  lo  que  le  permite  ser

reconocido  por  diferentes  caspasas  (caspasa-1,    -3,  -5,  -7,  -8  y  -9)  (Garcia-

Calvo   et   al,    1998).    Dado   que   posee   una   fluorometilcetona   como   grupo

funcional,   su   inhibici6n   es   irreversible.    Dicho   grupo   lo   hace   mucho   mas

permeable   a   las   c6lulas   en   comparaci6n   con   los   inhibidores   con   grupos

aldehidos (Callus y Vaux, 2006;  Ekert et al,1999).

Aunque    la    efectividad    de    los    inhibidores    farmacol6gicos    ha    sido

comprobada en numerosos estudios /.r} vi.fro e /.n v/.vo, la especificidad en ambos

casos  puede variar.  Si  bien  la  constante de  inhibici6n  (Ki)    es  un  fuerte  indicio

de   que      el   inhibidor   es   capaz   de   bloquear   caspasas   especificamente   a

concentraciones fisiol6gicas,  no es una indicaci6n de los posibles efectos sobre

otras enzimas o sobre otras proteinas no consideradas como blancos. Ademas,

los  inhibidores  tienen  un  amplio  rango  de  especificidad  y  potencia  contra  la

actividad  de  las  caspasas  con    Ki    que  van  en  el  rango  desde  pM  hasta  HM

(Tabla  1).
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Tabla 1 :  Ejemplos de inhibidores especificos de caspasas.

'n:ibsj:::ade         Tipo de lnhibidor                       Caspasas Blanco Fuerza de la
inhibici6n

p35

EVD-OHO

z-VAD-FMK

Q-VD-Oph

Proteina del
Baculovirus

Peptido sintetico
permeable reversible

Peptido sintetico
permeable no

reversible

Peptido sintetico

Amplioespectro:caspasas:_1,.3,.        KISO,1  -9  nM
6, -7, -8 y -10

Kl  ( 2nM
Potente inhibidor de caspasa-3 y -7.

lnhibe a todas las caspasas, pero
inhibe muy debilmente a la

caspa§a-2

caspasa-1 -3-8 y -9

Kis 2,5 -2400
nM

IC50 25-400
nM

Se  muestran la fuerzas de inhibici6n, expresado ya sea en Ki como en lc50

Se  muestran la fuerzas de inhibici6n, expresado ya sea en Ki como en lc50

La   utilizaci6n   de   inhibidores   in-vivo   ha   conseguido   exitosos   avances   en   el

estudio  de  enfermedades  asociadas  a  disfunciones  apop6ticas  Por ejemplo Z-

VAD-FMK   logr6   prevenir  la   muerte   neuronal   en   el   hipocampo  y   reducir  la

respuesta  inflamatoria  cerebral  en   el  modelo  de  meningitis  (Braun  JS  et  al,

1999)
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1.5               Roles no apopt6ticos de caspasas

A pesar de que  la  mayoria  de  los  estudios vinculan  las  caspasas con  eventos

de  apoptosis,  se  han  identificado  otros tipos  de funciones  para  esta  familia  de

proteinas en distintos tipos celulares. Asi, se han implicado en el procesamiento

de    citoquinas    durante    la    inflamaci6n    (Thornberry    et    al,    1992)    y   en    la

proliferaci6n   de  los  linfocitos  T  (Kennedy  et  al,   1999).   En  c6lulas   PC12  se

observ6  que  la  activaci6n  de  caspasa-3  es  un  requisito  necesario  para  una

adecuada  morfologia y dispersi6n  celular sugiriendo como  uno  de sus  blancos,

dentro del  contexto  no-apopt6tico,  a  la  protefna citoesquel6tica tau  (Rohn et al,

2004).

En   Drosaph/./a   me/anogasfer  la   caspasa   efectora   DRICE,   hom6loga   a   la

caspasa-3 de mamiferos, es clivada y activada en espermatidas elongadas, y la

expresi6n  especifica  en  el  testiculo  de  la  mosca  del  inhibidor  apopt6tico  del

baculovirus,  p35,  conlleva a la inferlitidad, a pesar de que la apoptosis no es un

paso  obligado  en  la  espermatog6nesis  en  dicho  individuo  (Arama,  et  al  2003).

Mas  aun,  Huh  demostr6  en  2004  que  la  actividad  de  la  caspasa  DRICE  era

requerida  para  la  individualizaci6n  de  las  espermatidas,    lo  cual  sugiere  un  rol

importante   para    las   caspasas   durante   el    normal   desarrollo   del    proceso

espermartog6nico en  esta  especie  (Huh  et al,  2004).  Sin  embargo  no  se sabe

nada  acerca  del  posible  papel  que  puedan  estar j.ugando  las  caspasas  en  la

espermatog6nesis en mamiferos.  Solo existe un trabajo en que se muestra que
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algunas  proteinas  que  participan  en  el  proceso  de  apoptosis  tales  como  p53,

p21    se   expresan   localmente   en   el   cuerpo   residual   de   espermatidas   en

elongaci6n y podrian estar involucradas en la espermiaci6n.

1.6               Apoptosis durante la Espermatog6nesis

Calculos  te6ricos  sugieren  que  un  75%  del total  de  c6lulas  que se generan  en

las primeras etapas de la espermatogenesis mueren  por apoptosis (Huckins, et

al   1978),  afectando  principalmente  espermatogonias  y  espermatocitos.  En  la

rata  adulta,  la  apoptosis en  los testiculos ocurre  principalmente en  los estadios

Xll-XIV    y     I     durante     la    espermatogenesis.     Ratones    transg6nicos     que

sobreexpresan  las  proteinas  antiapopt6ticas  BCL-2  o  BCL-XL,   a  pesar de  ser

viables   y   con   un   desarrollo   normal      son   infertiles,   presentando   diferentes

anormalidades que van  desde tdbulos seminiferos  mas delgados y con  menos

celulas   germinales   hasta   tdbulos   s6lo   con   c6lulas   de   Sertoli   y  depletados

completamente  de  c6lulas  germinales  (Yan  et  al,  2003).  Resultado  similar  se

observa  al  producir  animales  knock  out  para  la  proteina  Bax  (Knudson  et  al,

1995),  en  los  cuales  se comprob6  la  necesidad  de  una  apoptosis  regulada  por

Bax  en  espermatogonias  para  que  pudiera  ocurrir  el  desarrollo  testicular  y  la

espermatogenesis (Russell et al, 2002).  Estos estudios sugieren fuertemente la

necesidad   de   una   regulaci6n   y   desarrollo   normal   de   la   apoptosis   para   la

adecuada  fertilidad  del  individuo.  Una  de  las  hip6tesis  que  podria  explicar  la
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necesidad  de esta onda apopt6tica  es  la  mantenci6n  de  un  numero  adecuado

de    celulas    espermatog6nicas    versus    celulas    de    Sertoli    (balance    c6lula

germinal/Sertoli),  es decir las c6lulas de Setoli s6lo serian  capaces de sostener

adecuadamente a  un  ntlmero determinado de c6lulas germinales,  aquellas que

no  puedan  recibir la  adecuada  mantenci6n  son  las  predestinadas  a  la  muerte

celular por apoptosis.

La  apoptosis  en  el  testiculo  puede  ser  inducida  por  variados  factores,  tales

como   stress   por   temperatura,   alteraciones   en   las   dosis   de   testosterona

intratesticular,  exposici6n  de  c6lulas  de  Sertoli  a  variados  t6xicos  ambientales,

etc.   En   todos   estos   casos,   la   alteraci6n   de   la   espermatog6nesis   conlleva

generalmente  a  la  infertilidad  y  ha  sido  sujeto  de  numerosos  estudios  (Sinham

Hikim  et  al,  2003).  Sin  embargo,  los  mecanismos  que  llevan  a  la  apoptosis

fisiol6gica    durante    la    espermatog6nesis    son    desconocidos.        En    celulas

espermatog6nicas  se  ha  encontrado  una  expresi6n  diferencial  del  receptor de

muerte  Fas  (Lizama  C  et  al,  2006).  Ademas  sus  ligandos  respectivos  Fas-L  y

SCF  pueden  ser  encontrados  tambien  de  manera  diferencial  en  c6lulas  de

Sertoli.   Mas  adn,  se  encontr6  que  los  25  dias  de  edad  en  la  rata  no  s6lo

presentan   la   mayor  cantidad   de  c6lulas  TUNEL   (+)   sino  tambi6n   la   mayor

expresi6n de Fas y que 6sta afecta principalmente a espermatocitos (Moreno et

al,  2006;  Lizama et al, 2006).  Recientemente,  se demostr6 que las proteinas c-

lApl   y   c-lAP2   son   altamente   expresadas   en   testiculos   adultos   y   que   su

inhibici6n   aumenta   la  sensibilidad   de   las  c6lulas  germinales   a  la   apoptosis
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mediada   por   Fas   (Wang   et   al,   2006).   Estos   datos   tornados   en   conjunto,

reafirman  la  participaci6n  de  receptores  de  membrana  en  apoptosis  testicular

sugiriendo  una  potencial  activaci6n  de  la  via  extrinseca  en  la  apoptosis  de  las

celulas  germinales.  Pero  siendo  las  caspasas  las  principales  efectoras  de  la

apoptosis,  es interesante preguntarse cual es el rol que juegan en este modelo

6Qu6  vias  de  activaci6n   estan   implicadas  en   el   desencadenamiento  de  la

apoptosis?    Ademas  si  consideramos  que  la  espermatog6nesis  es  un  evento

principalmente    de    diferenciaci6n    celular,     6Podrian    las    caspasas    estar

involucradas   en   eventos   no   apopt6ticos   relacionados   con   diferenciaci6n?

Dentro de este contexto, esta tesis pretende analizar los efectos de la inhjbici6n

de caspasas /.n v/.vo durante la espermatog6nesis de la rata.
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2.           HIPOTESIS

La  ejecuci6n  de  la  muerte  celular  ocurrida  durante  la  espermatog6nesis  en  la

pubertad de las ratas se debe a la activaci6n de las caspasas.

3.           OBJETIVOS

3.1                0bjetivos Generales

Determinar si la inhibici6n de las caspasas previene la muerte celular o afecta la

progresi6n de la espermatog6nesis.

3.2               0bjetivos Especificos

Determinar  si   la   inhibici6n   farmacol6gica   de   las   caspasas   previene   la

muerte celular programada fisiol6gica de celulas germinales  masculinas /.n

vivo.

Analizar el  efecto  de  la  inhibici6n farmacol6gica  de  las  caspasas  sobre  la

progresi6n de espermatog6nesis de la rata.

-         Estudiar  el  efecto  de  la  inhibici6n  farmacol6gjca  de  las  caspasas  en  la

fertiljdad de las ratas.
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4.           MATERIALES Y METODOS

4.1                 Material  Biol6gico y procedimientos quirdrgicos

Se  utilizaron  ratas  Sprage  Dawley de  18,  20,  21,  22,  23,  24 y 62  dias de edad,

las cuales se obtuvieron del  Bioterio de la Facultad de Ciencias  Biol6gicas de la

Pontificia  Universidad  Cat6lica  de  Chile.    Los  animales  fueron  mantenidos  con

dieta  de  agua  y  comida   ad   libitum  y  con   ciclos  dia/noche  de   12   horas.  Al

momento  de  la  obtenci6n  de  las  muestras  las  ratas  fueron  sacrificadas  por

dislocaci6n  cervical.  Para  los tratamientos quirdrgicos  se  anestesiaron  con  una

mezcla   de   Ketamina:Xilaxina   3:1    (1    mL/   100    mg    de   peso   del    animal),

posteriormente     se     inyectaron     intratesticularmente     con     los    tratamjentos

respectivos  para  cada  experimento.  Para  la  inhibici6n  general  de  caspasas  se

utiliz6 el  inhibidor z-VAD-FMK y FITC-VAD-FMK,  para la inhibici6n especifica de

caspasa-8  el  inhibidor Ac-lEDP-CHO,  para  la  caspasa-9 se  utiliz6  minociclina y

z-LEHD-FMK.    En  todos  los  casos  los  inhibidores  fueron  djsueltos  en  DMSO

hasta  una  concentraci6n  de  1  uM.  Ademas  se  inyectaron  animales  con  E64d

100  uM,  con el vehiculo  DMSO  a modo de control  (vehiculo).  En  cada ocasi6n,

se  inyectaron  intratesticularmente aproximadamente  10  ul de  la soluci6n  con  el

inhibidor o con el vehiculo. En algunos casos se   utilizaron ademas animales sin

inyectar (control).

4.2               Reactivos
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Cloruro  de   potasio   (Kcl),   Dodecil   sulfato  de  Sodio   (SDS),   Na2HP04,   TRIS,

EDTA,  Glicina,  Cloruro  de  Sodio  (Nacl),  Urea,  colagenasa,  Albdmina  de  suero

de  bovino  (BSA),  Cloruro de  Calcio  (Cac12),  Fluoruro  de sodio  (NaF),  Agarosa,

Azida  de sodio,  PIPES,  Carbonato de Calcio  (Cac03),  Roj.o  Ponceau,  Fucsina,

Azul  de  Coomassie  G-250,  azul  de  bromofenol,  Persulfato  de  Amonio  (APS),

Dimetilsulf6xido   (DMSO),    ditiotreitol   (DTT),    Peniciljna   G,    HEPES,    CHAPS,

Carbonato de Sodio (Na2C03),  D-glucosa,  Sucrosa, Acrilamida,  Metabisulfito de

Sodio,    Glicerol,    Minociclina,    Tween-20,    Tritonx-100,    NP-40,    Cloruro    de

Magnesio  (Mgc12),    Bicarbonato  de  Sodjo  (Na2HC03),  Poliljsina  y  el  anticuerpo

hecho  en  conejo  anti-Tubulina fueron  obtenidos  de  la  compafifa  Sigma Aldrich

(Saint  Louis,  MO,  USA).  Sulfato  de  Magnesio  (Mgs04),  2-propanol,  Entellan,

metanol   y   acido   acetico   glacial   fueron   obtenidos   de   la   compafiia   MERCK

(Darmstadt,   Germany).   Cloroformo,   TEMED   (N,N,N,N`-  tetrametilnediamina),

acetona,  xilol,  alcohol etilico y formalina fueron obtenidos de Winkler S.A. Acido

ortofosforico  fue  obtenido   de   Sudelab.  Anticuerpos   hechos  en   conejo   anti-

caspasa  3  y fue  obtenido  en  la  compafiia  Cell  Signaling  (Danvers,  MA,  USA),

mientras  que  los  anticuerpos  desarrollados  en  conejo  anti-lApl  y    anti-PARP

(contra  las  dos  isoformas  PARP-1   y  PARP-2)  de  Santa  Cruz  Biotechnology

(Santa  Cruz,  CA,   USA)  respectivamente.  E64d  (inhibidor  cisteino  proteasas)

Leupeptina    hemisulfato,    AEBSF    (Fluoruro    de    p-aminoetilbencenosulfonilo)

inhibidor serino  proteasas,  aproptinina  (inhibidor tripsina  pancreatica),  inhibidor

de    caspasa    8    (Ac-IEPD-CHO),    inhibidor   de    caspasa-9    (z-LEHD-FMK)    y
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sustratos  para  caspasa  3,  caspasa  8  y  caspasa  9  fueron  obtenidos  de  la

compaFiia  Merck  (Whitehouse  Station,  NJ,   USA).   Fosfato  de  bromoclorindolil

(BCIP),  Nitrobluetetrazolium   (NBT),  Kit de TUNEL verde  e  inhibidor general  de

caspasas   (z-VAD-FMK)  fueron  obtenidos  de   Promega   (Madison,  Wl,   USA).

Antjcuerpos secundarios conjugados con fosfatasa alcalina y medio de montaje

Vecta    Shield    para   fluorescencia       se   obtuvieron    de   Laboratorios   Vector

(Burlingame,  CA,  USA).  El sistema de revelado para peroxidasa se obtuvo de la

firma  Lab  Vision  (Fremont,  CA,  USA).  Anticuerpos  desarrollados  en  rat6n  anti-

SCP3 y anti-P115 se obtuvieron de la compafiias Abcam  (Cambridge,  UK) y de

Laboratorios Transduction  (San Jose,  CA,  USA)  respectivamente.  Hematoxilina

y   Eosina   se   obtuvo   de   la   firma   Chemicon   (Temecula,   CA,   USA).       Las

membranas  de  nitrocelulosa  se  obtuvieron   de  Advantec  MFS.   El  anticuerpo

hecho    en     rat6n    anti-acrosina    fue    un    regalo    del    Dr.     Claudio    Barros

(Departamento de Ciencias Fisiol6gicas,  Facultad de Ciencias Biol6gicas,  PUG)
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centrifugar   a   10.000   rpm   (9279   g)   durante   10   minutos   a   4   °C   en   una

microcentrifuga marca Eppendorf modelo 5415D (Hamburg,  Germany).  El pellet

fue  descartado y el sobrenadante  con  el  extracto  proteico  se  utiliz6 tanto  para

los ensayos de actividad enzimatica como para las electroforesis de proteinas.

4.4                Fij.aci6n  e jnclusi6n de testiculos

Para   los   diferentes   analisis   histol6gicos   los   testiculos   se   fij.aron   tanto   en

Paraformaldehido   al   4°/a   en   PBS   IX  o   en   BOUIN   (acido   picrico   75°/o   v/v,

formalina     25%   v/v  y   acido   ac6tico   glacial   5%   v/v)   (Bancroft   et  al,   1994),

preparado     previo     a     la     extracci6n.    Al     dia     siguiente    fueron     cortados

transversalmente para su  posterior inclusi6n en parafina.  Posteriormente fueron

deshidratados  en  una  bateria de etanoles de concentraci6n  creciente   (50,  70,

80,  90  y  100°/a  v/v) por 30  min  cada vez,  seguido de  una  nueva  deshidrataci6n

con  etanol  100%  y 2  lavados  en  Xilol  por  1  hora  cada  vez.  A  continuaci6n  los

testfculos fueron incluidos en parafina.

4.5               Cortes en parafina

Los  bloques  de  parafina fueron  cortados  en  un  micr6tomo  rotatorio  Leica  1212

(Leitz Wetslar,  Germany) para producir cortes de  10 urn de espesor,  Ios cuales
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se   pusieron   sobre   portaobjetos   previamente   xilanizados   y   recubiertos   de

polilisina.  Se dejaron secar durante 30 min a 37 °C.

4.6               Terminal     Deoxynucleotidyl  Transferase-Mediated  duTP   Nick  end-

labeling  (TUNEL).

Los  cortes  de  testiculos fueron  desparafinados  con  xilol  y  rehidratados  en  una

bateria  de  alcoholes  de  100,  96,  90,  80,  70,  50  %  v/v  por  5  min  cada  uno.

Luego,  fueron  sumergidos  en  Nacl  0,85°/a  p/v.  y  lavados  en    PBS  IX  pH=7,4

por 5  min.  Enseguida fueron fijados en  paraformaldehido 4% durante  15 min.  y

tratados  con  una  soluci6n  de  proteinasa  K    0,02  mg/ml.   Posteriormente,  se

lavaron con PBS  IX por 5 min y fueron   puestos   en tamp6n de equilibrio (Buffer

TE  (Tris  lM  pH  8,  EDTA  0,5M  pH  8);  5X  buffer Transferasa  Terminal,  25  mM

CoC12)  Despu6s  de  la  incubaci6n,  se  agreg6  el  buffer de  incubaci6n  (Buffer de

Equilibrio,   mix   de   nucle6tidos   y   enzima   TdT)   y      fueron   cubiertos   con   un

cubreobjeto   plastjco   para   asegurar   una   buena   distribuci6n   del   buffer.   En

seguida  fueron  mantenidos  en  camara  hdmeda  a  37°C  por  una  hora  en  la

oscuridad.  Luego  la  reacci6n  se  detuvo  con  el  tamp6n  de  detenci6n  SSC  (3M

Nacl,  0.3  M  citrato de sodio) y las  muestras fueron  montadas con vectashield y

analizadas  en  un  microscopio  de  epifluorescencia  Optiphot-2  (Nikon,  Jap6n),  y

se tomaron fotros con una camara digital Nikon Coolpix 4500 (Nikon, Jap6n).   El

31



indice  apoptotjco fue definjdo  como  el  ntlmero  de  c6lulas TUNEL  (+)  cada  100

tdbulos seminiferos.

4.7                lnmunihistoquimica

Para   el   desenmascaramiento   del   antigeno,    los   cortes   desparafinados   y

rehidratados fueron  inmersos en Tamp6n  de  Citrato de Sodio  0,01M  (pH  6,0) y

llevados  a  la  ebullici6n,    manteniendose  durante  10  min  a  la  temperatura  de

sub-ebullici6n.  A  continuaci6n  se  enfriaron  en  el  mismo  tamp6n  a  temperatura

ambiente por 30 min.  Posteriormente,  se agreg6 sobre los  cortes  una soluci6n

de per6xido de  hidr6geno  3%  v/v durante  10  mjn  para  bloquear la  actividad  de

la peroxidasa end6gena.  Luego, los cortes fueron bloqueados con PBS-BSA 1 %

durante 1  h seguidos de la incubaci6n con el anticuerpo primario durante toda la

noche  a  4°C:  anti-SCP3,  anti-Tubulina  o  anti-acrosina  (ver Tabla  2).  Segdn  el

anticuerpo primario, los cortes fueron incubados con anticuerpo secundario anti-

conej.o    o    anti-rat6n.        Posteriormente,    las    muestras    fueron    lavadas    y

contratefiidas  con  hematoxilina  durante  10  min.  Finalmente,  fueron  montadas

con  Entellan   y analizadas en un mjcroscopio.
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4.8                ldentificaci6n de gldcidos y tinci6n con hematoxilina-eosina

Para    la  identificaci6n  de  gldcidos  se  realiz6  la  Reacci6n  del  acido  Pery6dico-

Schiff  (PAS)  (MCManus,   1946).   Los  cortes  de  testiculos  se  desparafinaron  y

trataron    con    una    soluci6n    de    acido    peri6dico    al    1°/a    p/v    por    10    min,

posteriormente   se   colocaron   en   el   Reactivo   de   Schiff  durante   30   min   en

oscuridad.  Luego de 4 lavados en agua sulfurosa seguida de agua corriente, se

procedi6     a     realizar     contrataci6n     con     hematoxilina     por     5     segundos

aproximadamente.   Finalmente   se   lavaron   y   aclararon   en   xilol.   Todas   las

fotografias tomadas a cortes de testiculos se realizaron con  una camara digital

Nikon   Coolpix   4500   (Nikon,   Jap6n)   en   aumentos   indicados   en   las   figuras

respectivas.  Alternativamente,   cortes  desparafinados  fueron   mantenidos  con

hematoxilina  durante   10   min   y  posteriormente  tratados  con   eosina  durante

lmin.   Posteriormente   fueron   llevados   hasta   xilol   para   ser   montados   con

Entellan.

4.9               Western Blots

La  cantidad  de proteina de  los extractos  proteicos se determin6 por el  metodo

de  Bradford  (Bradford  MM,   1976).  Se  cargaron  100  ug  de  proteina  en  cada

carril  en  geles de  poliacrilamida  de diferentes  porcentajes  (10%,12 y 20%),  en

condiciones   denaturantes   y   reductoras   (SDS-SAGE)   (Laemmli,   1970).   Las
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muestras se sometieron  a  100 V durante 2  h y luego fueron transferidas a  una

membrana  de  nitrocelulosa  a  350  rnA  durante  1   h  30  min.  Las  membranas

fueron bloqueadas con PBS-BSA 2% por 1  h y posteriormente fueron incubadas

con el anticuerpo primario anti-caspasa 3,  anti-PARP o anti-P115 a 4°C durante

toda  la  noche  (ver Tabla  2).  Al  dia  siguiente fueron  lavadas  3  veces  con  PBS-

Tween   al   0,1°/o   por   10   min   y   se   incubaron   con   el   anticuerpo   secundario

respectivo  conjugado  a  fosfatasa  alcalina  (1:5000)  por  1   hora  a  temperatura

ambienfe.    Finalmente   las   membranas   fueron   incubadas   con   soluci6n   de

revelado   con   BCIP   (Fosfato   de   Bromoindolil),   NBT   (Nitrobluetetrazoilum)   y

Mgc12 en Tris-Nacl  100  mM  (pH 9,5).

4.10            Actividad de caspasas

54  LIl  de  extracto  proteico fueron  mezclados  en  una  placa  de  ELISA junto  con

10  LIl  de    DTT  100  mM,  2  ul    de  DMSO  (50  mM),  32  Lll  de  Tamp6n  para  la

actividad   de   caspasas   (312,5   mM   Hepes,   31,25   %p/v   Sucrosa,   0,3125%

CHAPS),  y 2  ul  de del  substrato  de  caspasa-3,  caspasa-8  o  caspasa-9  segtln

correspondiese.  Posteriormente  se  realizaron  mediciones  cada  2  horas  a  405

nm a temperatura ambiente. A partir de la curva cin6tica y junto con  la cantidad

de  proteinas  medidas  por  Bradford  se  calcul6  la Actividad  enzimatica  de  cada

una de las caspasas que se define como  1  Llg de producto formado por minuto.
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4.11              Analisis morfom6tricos

Se  analizaron  100  ttibulos  seminiferos  por  cada  corte  con  el  programa

lmagen Tool 3.0 para medir diametro,  area y altura del epitelio de los tdbulos de

tres  ratas  diferentes.   Las  muestran  correspondian  tefiidos  con  hematoxilina-

eosina  de testiculos  adultos  (62  dias)  de  ratas  inyectadas  a  los 21  dias  con Z-

VAD-FMK.

4.12             Analisis de los datos

Los datos  son  expresados  como el  promedio ± error estandar.  En  cada

experimento  se  utilizaron  al  menos  3  ratas  para  cada  tratamjento.   Para  los

analisis  estadisticos  se   utilizaron   las   pruebas  de  ANOVA  con     el   programa

Prisma tomando como valor P significativo los menores a 0,05.
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5.           RESULTADOS

5.1               Cin6tica de activaci6n de caspasas 3, 8 y 9 en ratas prepdberes.

Datos  preliminares  de  nuestro  laboratorio  muestran  un  gran  aumento  en  el

ncimero de c6lulas TUNEL  (+)  medidas en  los ttlbulos seminiferos de testiculos

entre los dias 20 y 25 de la rata (Moreno et al, 2006). Sin embargo, esta t6cnica

detecta   la  fragmentaci6n   del   DNA,   un   evento   posterior  a   la   activaci6n   de

caspasas en la cascada apopt6tica. Cabe destacar que esta onda apopt6tica es

un  evento  que se  continua fa  repitiendo   a  lo  largo  del  desarrollo  y en  el  adulto

de  manera  ciclica  y  constante  al  igual  que  las  ondas  espermatog6nicas.  Sin

embargo,    el    hecho   de   analizar   animales   durante   la   pubertad   facilita   la

interpretaci6n de los resultados, ya que a estas edades el modelo de desarrollo

cuenta     con      los     tipos     celulares     mss     importantes     (espermatogonias,

espermatocitos)  lo  que  facilita  la  histologia  de  los  tdbulos  y  sigue  siendo  un

evento representativo de las ondas apopt6ticas del adulto.

Dado  que  el  principal  objetivo  del  presente  estudio  radica  en  determinar  si  la

inhibici6n farmacol6gica de las caspasas previene la muerte celular programada

de c6lulas germinales, se procedi6 primero a medir la actividad de las caspasas

iniciadoras  mss  relevantes  (caspasa-8  y -9)  y la  caspasa-3,  entre  los  20  y 25

dias de edad. El objetivo de este experimento es poder determinar el dia en que
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la actividad de las caspasas comienza a aumentar y en ese instante realizar la

inhibici6n farmacol6gica.

22

edad (dias)

23

Figura 5: Cinetica de activaci6n de caspasas-3, -8 y-9 (c3, c8, c9 respectivamente) en testiculos de ratas
prepdberes de 21  a 24 dias de edad.
Se observa una tendencia a encontrar mayores niveles de activjdacl enzimatica a los 22 dfas de edad de la
rata.
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En la figura 5  muestra que a los 22 dias de edad hay una tendencia a encontrar

los  mayores  niveles de actividad  enzimatica de  las tres  caspasas  medidas.  La

caspasa-8   present6   una   actividad   mucho   mayor   que   la   obtenida   con   la

caspasa-9 en todos los dias estudjados. De hecho, la actividad de la   caspasa-9

no se detect6 en  ratas  de 21  dias y s6Io aument6  levemente a  los 22 dias de

edad.  Posteriormente sus valores se mantuvieron muy bajos a lo largo de todos

los  dias  analizados.  Por  otra  parte,  la  actividad  de  la  caspasa-3    mostfo  un

aumento  en  el  dia  22,  manteniendose  relativamente  constante  en  los  dias

posteriores.

5.2                Evaluaci6n /.n v/.vo de la apoptosis con un inhibidor fluorescente.

Nuestro protocolo experimental de inhibici6n farmacol6gica se basa en  la

inyecci6n intratesticular de inhibidores especfficos y permeables a la celula.  Uno

de  los  principales  supuestos  en  este  procedimiento  es  que  la  distribuci6n  del

inhibidor es  homog6nea a lo largo y ancho del testiculo.  Para evaluar la validez

de  este  supuesto,  decidimos  utilizar  un  inhibidor  general  de    caspasas  (pan-

inhibidor),  que  tiene  la  propiedad  de  que  al  ser  procesado  por  las  caspasas

flu6rese  (z-VAD-FITC).  De  esta  manera,  las  c6lulas  fluorescentes  verdes  son

c6lulas en apoptosis con caspasas activas.

Dado que la actividad maxima de las caspasas aument6 a los 22 dias, se

procedi6 a inyectar intratesticularmente  10  ul  del  inhibidor general de caspasas
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z-VAD  conjugado a   fluoresceina-5-isotiocianato  (FITC) en  ratas de   21  dias de

edad.   Se  observa  en  el  collage  de  imagenes  que  conforman  la  figura  6,   la

presencia  de  c6lulas  positivas  para  la  marca  de  FITC,  en  diferentes  extremos

de los ttlbulos en el testiculo,  lo que indica la distribuci6n homog6nea de z-VAD-

FITC  en todo el testiculo.  Por lo tanto,  la  inyecci6n  intratesticular es  un  m6todo

efectivo   en  que  el  compuesto se  distribuye  por todo  el  testiculo.  Ademas,  se

pudo  ver  una  gran  cantidad  de  marca  lo  que  sugiere  una  alta  actividad  de

diferentes  6aspasas,  coincidentemente  con  las  mediciones  realjzadas  en  1.1.

Adicionalmente,   se   inyectaron   testiculos   con   10   ul   de   azul   de  trjpan,   para

observar la distribuci6n de esa cantidad de volumen en el testiculo y tambj6n se

observ6   la   llegada   del   colorante   a   las   diferentes   regiones   del   testiculo,

confirmando los resultados anteriores (Figura 6, recuadro).
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Figura 6: Distribuci6n del inhibidor z-VAD-FITC en ttibulos seminiferos de testiculce de ratas de 22 dias.
La  imagen  muestra  un  collage  de  fotografias  de  ttlbulos  seminiferos  que  conforman  un  testiculo.  Se
obsowa  un  gran  ndmero  de  c6lulas  positivas  (verde)  en  los  diferentes  extremos  del  testioulo.   En  el
recuedro se muestran testiculos, Iambi6n de 22 dies, inyectados con Azul de Tripan en donde tambi6n se
ve el alcance del reactivo a las diferentes re8jones del  testiciilo.
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5.3               lnhibici6n farmacol6gica de caspasas a los 22 dias de edad.

5.3.1          Efecto del inhibidor general de caspasas z-VAD-FMK.

En  primer lugar se procedi6 a  utilizar el  inhibidor permeable de amplio espectro

de caspasas z-VAD-FMK (ver Tabla  1) en testiculos de ratas de 21  dias para la

posterior evaluaci6n de actividad enzimatica a los 22 dias.

La  figura  7A  muestra  que  z-VAD-fink  1   urn  logr6  inhibir  significativamente  la

actividad  enzimatica tanto de la caspasa-8 como a  la caspasa-9,  pero  no  logr6

este efecto sobre la caspasa-3, en comparaci6n con el vehiculo (p< 0,05)

En   los   testiculos   inyectados   con   el   vehiculo   la   procaspasa-8   se   encontr6

principalmente en  sus formas proteolisadas  (activas) de aproximadamente 43 y

20kDa  (Figura  78).  Esta  activaci6n fue parcialmente  prevenjda  con el  inhibidor,

en  donde se observ6  principalmente  la  banda  correspondiente al zim6geno de

55 kDa y la forma procesada de 43 kDa,  no detectandose la forma de 20  kDa.

Ademas,  analizamos  la  prote6lisis  de  dos  sustratos  end6genos  de  caspasa-3

(PARP  y  P115)  como  una  medida  alternativa  a  la  actividad  enzimatica.   Las

proteinas    PARP y  P115  tambi6n  mostraron  una  disminuci6n    de  la  prote6lisis

con  el  farmaco.  Los  efectos  sobre  PARP  mostraron  la  prote6lisis  de  la  forma

activa de  116 kDa exclusivamente en la forma de 25 kDa (Figura 78).

En  presencia  del  pan-inhibidor no se  detect6  la  presencia  del  fragmento  de  30
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kDa,  que  es  uno  de  los  productos  del  procesamiento  de  P115  por caspasas,

pese     que,   en  comparacj6n   con  el  vehiculo,   no  se  observ6  una  diferencia

notoria   en   la  forma   no   procesada  de   la   proteina   (Figura   78).   En   la   Figura

tambi6n  se  muestra  la  subunidad  a  de  la  casein  kinasa  2  (ck2P),  la  cual  fue

utilizada como control de carga.

A

z.VAD      vohlculo

Z-VAD                vehlcu|o                  24 -

caspasai3

caspasa-8

Fjgura 7: Actividad enzimatica de caspasa-3, -8 y -9 en testiculos de ratas tras inyeccj6n intratesticular de
z-VAD-FMK.
A) Se muestran las actividades enzimaticas de las caspasa-3 (c3), caspasa-8 (c8) y caspasa-9 (c9) en los

testlculos  tratados  con  z-VAD  o  con  el  vehiculo.  a)  Western  BIot  representativo  de  la  caspasa-3  (c3),
caspasa-8  !c8),  PARP   y  P115  en  testiculos  de  ra{a tratados  con  el  inhibidorz-VAD  o  con  el  vehiculo.  La
proteina qulnasa 28 (ck2B)  se muestra como control de carga.  (* p< 0,05).
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5.3.2         Efectos del inhibidorde caspasa-8

La  inyecci6n  intratesticular del  inhibidor sintetico de caspasa-8   (Ac-lEPD-CHO)

no  redujo  la actividad  enzimatica de la  caspasa-3 en forma significativa,  pese a

que     logr6     inhibir     la     actividad     de     la     caspasa-8     y     -9     (Figura     8A).

Consecuentemente,   se   observ6   una   disminuci6n   de   la   prote6lisis   de   la

procaspasa-8   en  presencia  del  inhibidor,  principalmente  denotada  a  traves  de

la ausencia de la forma activa de 20 kDa (Figura 88). Sin embargo, la presencia

del fragmento de 43 kDa no pareci6 resultar alterada.  Por otro lado,  la inhibici6n

de caspasa-8 tampoco fue capaz de alterar el  procesamiento de la caspasa-3.

PARP  no sufri6  prote6lisjs hacia las isoformas de 89 y 24  kDa  como ocurri6 en

los testiculos inyectados con el vehiculo,  mientras que P115 no mostr6 mayores

diferencias,  presentando en ambos casos (con o sin el tratamiento) Ia forma de

30 kDa (Figura 88).
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lrihc8      v8hlculo

caspasa-3

caspasa€

Fjgura 8: Actividad enzimatica de caspasas-3, -8 y-9 en testlculos de ratas de 22 dias tras la inyecci6n de
inhibidor de caspasa-8  (Ac-lEPD-CHO).
A)  Se muestran las actividades enzimaticas de las caspasa-3  (c3), caspasa-8 (c8) y caspasa-9 (c9) en los
testiculos  tratados  con  Ac+lEPD-CH0  o  con  el  veh(culo.  a)  Western  Blot  representativo  de  la  caspasa-3
(c3),  caspasa-8  (c8),  PARP   y P115  en testiculos de  rata  tratados  con  el  inhibidor Ac-lEPD-CHO o  con  el
vehiculo.  La  proteina  quinasa  2P  (ck2P)  §e  muestra  como  control  de  carga.      El  inhibidor  di§minuye  la
proteolisi§ de caspasa-8 y PARP.  Este tratamiento inhibe las actividades enzimaticas de las caspasa-8 y -
9 (' p< 0,05).

5.3.3         Efectos de la inhibici6n especifica de caspasa-9.

Posteriormente, se quiso evaluar los efectos de la  inhibici6n de la via  intrinseca

de  la  apoptosis.   Para  esto  se  utiliz6  el  inhibidor  sint6tico    de  caspasa-9  (Z-

LEHD.FMK)  o  el  antibi6tico  minociclina,  el  cual  se  ha  descrito  que  impide  la

liberaci6n  del  citocromo  c  desde  la  mitocondria  inhibiendo  de  esta  manera  la

formaci6n  del  apotosoma,  lo  cual  genera  la  jnhibici6n  de  la  cascada  generada

por la caspasa-9 (Matsuki et al, 2003).
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caspasa-8

Fjgura 9: Actividad enzimatica de caspa§as-3, -8 y-9 en testlculos de ratas de 22 dias tras la inyecci6n del
inhibidor especifico de caspasa-9.
A) Se muestran las actividades enzimaticas de las caspasa-3  (c3), caspasa-8 (c8) y caspasa-9 (c9) en los
testiculos  tratados  con  inhibidor  de  caspasa-9  o  con  el  vehiculo.  8)  Western  BIot  representativo  de  la
caspasa-3 (c3), caspasa-8 (c8),  PARP   y P115 en testiculos de rata tratados con el inhibidor de caspasa-9
a  con  el  vehiculo.  La  proteina  quinasa  2P  (ck2P)  se  muestra  como  control  de  carga.      Se  observ6  una
inhibicj6n significativa de ambas caspasas iniciadoras, caspasa-9 y caspasa-8  (* p< 0,05).

La   inyecci6n   con   minociclina   o   con   z-LEHD-FMK   disminuy6   los   niveles   de

actividad de la caspasa-8 y  de la -9,  pero no afect6 a la caspasa-3  (Figura 9A).

Por otro lado,  la inhibici6n de caspasa-9 no caus6 efectos diferentes al vehiculo

en  el  procesamiento  de  la  caspasa-9  la  cual  se  puede  apreciar  tanto  en  su
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forma zim6gena o activa de 56 kDa como en las formas procesadas de 43 y 25

kDa.   El  corte  de  la  caspasa-3  por  otro  lado,   se  inhibi6  parcialmente  con  el

tratamiento.    Los  sustratos  apot6ticos  PARP  y  P115  no  mostraron  diferencjas

considerables  entre  las  muestras tratadas  y las  controles.  En  ambos  casos  se

observaron  las formas  procesadas de  las  proteinas:  para  PARP  las formas de

85 y 25 kDa y el fragmento de 30 kDa en el caso de P115 (Figura 98).

5.3.4          Efectos   del    inhibidor   E64d    sobre    la    actividad    de    las

caspasas.

E64d   es   un    inhibidor      irreversible   de   cisteino-proteasas,    por   lo   cual   es

interesante  estudiar el  efecto sobre  la   actividad  de las  caspasas.  E64d  caus6

una  inhibici6n total de todas  las  caspasas estudiadas  (caspasa-3,  caspasa-8 y

caspasa-9)   (Figura   10A).   Sin   embargo   este   resultado   no   se   refleja   en   las

prote6lisis,  ni  de  las  caspasas-3  y  -8  ni  de  los  substratos  PARP  y  P115,  los

cuales no mostraron diferencias significativas con el vehiculo.
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Figura 10: Activjdad enzimatica de caspasas-3, -8 y-9 en testiculos de ratas de 22 dlas tras la inyecci6n de
E64d.
A) Se muestran las actividades enzimaticas de las caspasa-3  (c3), caspasa-8 (c8) y caspasa-9 (c9) en los
testiculos  tratados  con  E64d  o  con  el  vehiculo.   a)  Western  Blot  repre§entativo  de  la  caspasa-3  (c3),
caspasa-8  (c8),  PARP    y  P115  en  testiculos  de  rata  tratados  con  E64d  o  con  el  vehiculo.  La  proteina
quinasa  2P  (ck2P)  §e  muestra como  control  de carga.  En  ambos  casos se observ6  una  disminuci6n  casi
total de la activjdad de las tres caspasas medidas.  (* p< 0,05).

5.4               Efectos de la inhibici6n de caspasas sobre la fragmentaci6n del DNA.

Cortes   de   testiculos   inyectados   con   diferentes   tratamientos   fueron

sometidos  a  la  prueba  de  TUNEL  para  poder  observar  la  fragmentaci6n  del

DNA, quizas el evento mas caracteristico de la apoptosis (Fjgura  llA).



6,                  cQ,Q,
-§.§

Figura 11 : Celulas germinales TUNEL (+) en testioulos de rates de 22 dies inyecfadas con diferentes
tratamientos.
Se  observa  que  el  inhibidor de  caspasa-8  (Ac>lEPDCHO)  y  el  inhibicfor general  (z-VAD-FMK)  lograron
disminuir el ndmero de c6lufas TUNEL (+) con respecto al vehioulo y control respectivamente (a), no asi la
inhibici6n de caspesa-9  . (p < 0,05).  Escala de las barra 50 iim).

Los  testioulos  inyectados  con  el  inhibidor  z-VAD-FMK  mostraron  muy  pocas

celulas  TUNEL  (+),  lo que  se  vio  reflejado en  una djsminuci6n  significativa  del

indice  apopt6tico  (Figura   11,   p  {  0,05).   Un  resuhado  similar  ocurri6  con  el

inhibidor de caspasa-8, el que redujo significativamente el ntimero de celulas en
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apoptosis  (Figura  11,  p  t  0,05)  con  respecto  a  los  testiculos  jnyectados  con  el

vehiculo.  Sin  embargo,  no  se  observ6  una  reducci6n  de  c6Iulas TUNEL  (+)  en

los testiculos inyectados con minociclina.



5.5               Efecto de la inhibici6n general de caspasas sobre la diferenciaci6n de

los tt]bulos seminiferos.

El siguiente objetivo de esta tesis fue examinar los efectos causados por

la   inhibici6n   temprana   de   las   caspasas   sobre   el   normal   desarrollo   de   la

espermatog6nesis.  Para  esto,    se  utiliz6  el  inhibidor  general  de  caspasas  z-

VAD-FMK,  el cual   fue inyectado en  ratas de 21  dias (ver Materiales y M6todos)

y luego  se esperaron 41  dias para analizar los  resultados.  Es decir,  estas ratas

fueron  tomadas  y  sacrificadas  para  analisis  a  la  edad  adulta  de  61  dias.  Se

sigui6  este  protocolo  experimental  debido  a  que  a  los  21  dias  de  edad  el  tipo

celular mas avanzado  que  se encuentra  en  la  rata  son  los  espermatocitos.  En

tanto  a   los  61   dias  de  edad   la   primera  onda  de  espermatog6nesis  se   ha

completado      y      pueden      observarse      espermatogonias,      espermatocitos,

espermatidas  y  espermatozoides  en  el  lumen  de  los  tdbulos  seminiferos.  De

esta manera pensamos que seria mas facil determjnar cualquier alteraci6n en la

espermatogenesis.

5.5.1         Efectos  de   inhibici6n   de   caspasas  sobre   la   organizaci6n

general de los tdbulos.

Como primera aproximaci6n  qujsimos evaluar la  histologia general del testiculo

mediante  la  tinci6n  de  hematoxilina-eosina.  La  figura  12  muestra  que  no  hubo
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diferencias  cualitativas  en   la   organizaci6n   de   los  testioulos   inyectados   en

comparaci6n con los controles sin tratamiento o los controles inyectados con el

vehl'Culo

z-VAD-FMK vehiculo control

Plqura 12: Organizact6n celular en los tabulos seminiferos. z-VAD-FMK no caus6 efectos sobre la
onganizaci6n ni desarrollo de lee tdbulos seminiferos.
Log  cortes  tefiidos  con  liematoxilina-eosina  no  mostraron    diferencias  importantos  ento  los  testioulos
trafados con  el  inhjbidor en  comparacj6n  con  los controles.  (Bama  superior e  inferior  100  tim  y  50  Hm
respectivamente).

Ademas, se realiz6 un analisis morfom6trico de varios pafametros estructurales

de los ttibulos seminiferos tales como area y diametro de los tdbulos y altura del

epitelio  con  el  fin  de  evaluar  de  manera  oualitativa  medidas  indjrectas  de  la

cantidad  de  celulas  por  tdbulo  o  de  posibles  diferencias  en  el  desarrollo  de

6stos  a  partir  de  los  cortes  histol6gicos.  La  altura  del  epitelio  seminifero  se
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utiliz6   como   una   medida   de   la   cantidad   de   c6lulas   que   contienen   estas

estructuras.   El   diametro   y   el   area   de   los   tdbulos   seminiferos   se   pueden

considerar  una  evaluaci6n  de  la  cantidad  de  c6lulas  germinales,  pero  tambien

de   la  funci6n   de   la   c6lula   de   Sertoli.   Los   resultados   indican   que   no   hubo

diferencias  significativas  en  ninguno  de  los  pafametros  estudiados  entre  los

testiculos jnyectados con el inhibidor,  los controles o el vehiculo.  (Tabla 3).  Para

evaluar la funcionalidad de los testiculos inyectados con z-VAD-FMK,  se analiz6

Ia   tasa   de   fertilidad   en   los   individuos   experimentales   y   controles   en   ratas

maduras  de  61   dias  de  edad  para  lo  cual  se  contabiliz6  el  ndmero  de  crias

luego  de  haber  hecho  el  cruce  con  hembras  sin  tratamiento.  El  promedio  de

crias  por camada fue de   6,7 ± 4,2  para  el  grupo tratado con  el  inhibidor,  8 ± 7

para  el grupo tratado solo con  el vehiculo y 9,7 ±  1,5  para el grupo control.  Los

resultados no revelaron diferencias significativas en la capacidad fecundante de

los animales tratados con el inhibidor versus los controles.
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Tabla 3: Morfometrla de testJculos de ratas adultas inyectadas en su prepubertad (21  dias) con
el inhibidor general de caspasas z-VAD-FMK

t,       ,,

Diametro Ttlbulo (prm)                  96,21  ±   5,23                       92,86 ± 6,09                      97,06 ± 5,632

Area Ttlbulo (Lim  )                     482,72 ± 9,68                    449,78 ± 8,29                   446,12 ± 9,28

Altura del  Epiteljo  (prm)                    8,36 ±  0,12                            8,20 ±  0,11                           8,12  ±  0,13

Para   cada   medicidn   morfom6trica   se   observaron   100   ttlbulos   de   tres   cortes   histol6gjcos

diferentes  (300  tdbulos).   No  se  observan  djferencias  significativas  entre  los  tratamientos  (p  t

0,05).

Para  evaluar el  progreso  normal  de  la  espermatog6nesis  se  cuantificaron  los

ttlmulos seminiferos entre los estadios I y VIl del proceso espermatog6nico  (Fig

13 A).  Entre estos estadios se deberian haber desarrollado al menos dos lineas

de   espermatidas,   asegurando   la   diferenciaci6n   hasta   el   estadio   XV   y   de

espermatidas hasta el estadio XV.  Esta es una manera facil de poder evaluar el

avance   normal   de   la   espermatog6nesis   pues   en   los     tdbulos   las   c6lulas

germinales mas diferenciadas son espermatidas (Figura  138) que aun no toman

la  caracteristica  forma  de  espermatidas  elongadas  (Figura  13C).  el  porcentaje

de tubulos con estadios entre el I-VII fue de 17,67 ± 0,67 °/o, en tanto que en los

controles   fue   de   16,33   ±   1,33   %   :   Estos   dos   valores   no   resultaron   ser

significativamente distintos.



vehiculo

Figure 13: La inhibic]6n de caspasas no afecta el ncrmal desarrollo de fa ospenndpgivesis.
A) Le contabilizaci6n de tt]bulos entre el estadfo I y Vll de desarrollo se utiffa6 cone una medida indirrfu
de e`raluar el desarrollo comecto cle la espermatog6nesis, el cual no se vi6 afecladb per z-VAD-FMK.   En el
penal de fa derrfua se observan tabiilos entre log estadios I-VIl de tesliou(as "ades con pen-inhibidar ¥
vehicu[o  (a  y  8'  respectivaniente),  y  tdbulos  eon  mayor  estadios  de  diferenciad6n  bajo  los  mismos
tratamientos (C y C').  Bama: 50 ijm.

Por  lo  tanto,   el  progreso  nomal  de  la  espematogchesis  no  se  VIo

atedado comparando  el  grupo  de animales tratadce  con  el  inliibidor con  [es

animales del grupo control, tratados solo con el vehfculo.

5.5.2 Efectos   de   la   jnhibicj6n   de   caspasas   sobre   diferentes

marcadores     de     diferenciaci6n      celular     de     ttibulos

seminiferos.

Para  verificar  de  manera  adicional  un  efecto  de  la  inhibici6n  temprana  de

caspasas  sobre  el  desarrollo  de  la  espermatog6nesis,  se  analizaron  cortes
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histol6gicos  de  las  ratas adultas  inyectadas  a  los 21  dias de edad  con  el  pan-

inhibidor con diferentes marcadores.

La Acrosina es una serina-proteasa especifica del acrosoma  (organelo ubicado

en  la cabeza de los espermatozoides que contiene las enzimas hidroliticas que

le  permiten  atravesar la Zona  Pelucida).  La acrosina  es  almacenada  de forma

pro-enzima,   y   es   activada   al   ser   liberada   junto   con    las   otras   enzimas

acrosomales  en  el  proceso  conocido  como  Reacci6n  Acrosomal,  al  momento

del  encuentro  entre  los  gametos  masculino  y femenino.  Asi,  la  acrosina  es  un

muy buen  marcador de  la  espermiog6nesis,  es  por esto  que quisimos  evaluar

su  presencia  en  testiculos  inyectados  con  el  pan-inhibidor.  No  se  observaron

diferencias en  el patr6n  de distribuci6n  de acrosina en  los testiculos  inyectados

con  z-VAD-FMK,  mostrando  que su  ubicaci6n  especifica  sigue  apareciendo  en

el  acrosoma  de  las  c6lulas  germinales  ya  diferenciadas  a  espermatozoides

(Figura  14 A-C).

En  segundo  lugar,  se  utiliz6  la  proteina  del  complejo  sinaptotemico  SCP3,  la

cual  ,tampoco  mostr6  diferencias  en  testiculos  tratados  con   el  inhibidor,   su

ubicaci6n  fue   altamente   especifica   en   espermatocitos   localizados   cerca  de

lamina  basal  (Figura  14  D-F).  Por  dltimo  su  utiliz6  tubulina  como  marcador de

citoesqueleto,  ya que esta proteina esta  presente en  los  microtubulos de dicha

estructura.   No  se  observaron   diferencias  entre   los  testiculos  estudiados  en

cuanto a la localizaci6n de la tubulina,  la cual se observ6 tanto en espermatidas
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como  en  los  flagelos  de  los  espermatozoides  localizados  en  el  lumen  del

testioulo (Figura  14 G-I).

z-VAD-FM K              vehiculo control

Fisura 14: z-VADFMK no afect6 la distribuci6n ni presencia de diferenes lma]caderes en testioulos de
des aduhas.
Inmunohistoquimica  realizada  en  contra  de  la  protoina  Acrosina  (Arc)  rro  revek5  diferencfas  entre  ds
testieulce  tratedos  con  z-VADFMK  en  comparaci6n  corl  los  controles,  a  so  vF¥  rli  la  distribucion  del
marcador dtl complejo  sinaptotemico SCP3  (D-F) a la de] marcadbr de citoesquelcto  Tubu»ca  (G-I) se
vicon  afectados  per el  inhibidor.  Escala  de  bamas:  cuafros  grandee:  25 irm;  insedos  de A-C:  10  Lim;
insertos de 0 a F: 25 urn.
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6.            DISCUSION

En  esta  tesis  se  muestra  la  presencia  de  actividad  de  las  caspasas  en  la

ejecuci6n de  la  muerte celular (apoptosis) fisiol6gica  que se  produce durante la

espermatog6nesis de la rata. Ademas, se descarta que una inhibici6n temprana

y  general  de  caspasas  utilizando  un  pan-inhibidor,  cause  efectos  cualitativos

considerables    durante    la    normal    progresi6n    de    la    espermatog6nesis    y

posteriormente sobre la fertilidad.

La   apoptosis  o   muerfe  celular  programada  juega   un   rol  fundamental   en   la

homeostasis y en el desarrollo de todos los organismos multicelulares. Tanto un

exceso  como  un  deficit  de  apoptosis  conllevan  a  consecuencias  patol6gicas

como  cancer,   desordenes   neurodegenerativos,   cardiomiopatias  o   infertilidad

(Shi Y, 2002).  La muerte celular programada en las c6lulas germinales participa

y juega un rol critico en el ndmero final de espermatozoides que se producen en

cada especie (Sinha Hikim y Swerdloff Ronald,1999).  La principal hip6tesis que

explica esta apoptosis es que aquellas celulas germinales que no son  capaces

de ser sustentadas por las c6lulas de Sertoli sufren la muerte celular, ya sea por

falta  de  sefiales  de  sobrevida,   como  el  stem   cell  factor  (SCF),   o   por  una

activaci6n de sefiales de muerte aut6nomas en la c6lula germinal. Sin embargo,

Ios    mecanismos    moleculares    involucrados    en    la    apoptosis   fisiol6gica    (o

espontanea) durante la espermatog6nesis son poco claros.

La  ejecuci6n  de  la  apoptosis  involucra  la  activaci6n  de  una  serie  de  cisteino



proteasas  llamadas  caspasas.  Recientemente  se  mostr6  que  la  apoptosis  que

ocurre durante la primera ronda de la espermatog6nesis se correlaciona con   la

activaci6n de caspasa-3, -8 y -9 a los 25 dias de edad en  la rata (Moreno et al,

2006).  Sin  embargo,  en  este estudio  las  mediciones de actividad  enzimatica de

caspasas y de conteo de c6lulas TUNEL(+) se llevaron a cabo con intervalos de

cinco  dias  por  lo  cual  fue  necesario  precisar  la  edad  con  mayor  actividad  de

caspasas para poder elaborar una mejor estrategia  para estudiar dicho evento.

Esta tesis mostr6 que  la actividad  enzimatica de  las  caspasas-3 -8 y-9 tiende a

aumentar hacia los 22 dias de edad  en  la  rata  (Figura  5),  basandonos en  este

resultado  decidimos  realjzar  las  inyecciones  intratesticulares  a  los  21  dias  de

edad para las evaluaciones posteriores.

La   inhibici6n   de   las   caspasas   se   ha   abordado   desde   tres   perspectivas

diferentes:   primero,   a  trav6s  de  la  expresi6n  de  proteinas  virales  como  por

ejemplo  CrmA,  el  cual  es  un  potente  inhibidor  de  caspasa-1,  -10  y  -8.  CrmA

puede inhibir la apoptosis  inducida via factor de necrosis tumoral (TNF) o por el

ligando  FAS.  Sin  embargo,  CrmA  no  puede  inhibir fuertemente  otras  caspasas

como la  caspasa-3, -6 o   -7 (Callus  BA et al,  2006).  En segundo  lugar,  tambj6n

se  ha  utilizado  la  expresi6n  de  proteinas  inhibitorias  de  la  apoptosis  (lAPs).

Dentro de esta familia de proteinas,  la mas estudiada es XIAP,  la cual inhibe la

activaci6n  de  la  procaspasa-9   al  unirse al  extremo  procesado de  la  subunidad

grande  de  la  caspasa-9  previniendo  su  dimerizaci6n  y subsiguiente  activaci6n.

Ademas,  XIAP  puede  unirse  a  los  sitios  cataliticos  activos  de  las  caspasas
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efectoras -3 y -7, y  bloquear su actividad.  Finalmente,  la inhibici6n de caspasas

con   tratamientos   farmacol6gicos   ha   sido   una   herramienta   exitosa   para   el

estudio de la actividad de las caspasas en modelos experimentales. Al igual que

los   inhibidores   virales,   los   inhibidores   peptidicos   sint6ticos   se   unen   como

pseudosustratos   a   los   sitios   cataliticos   activos   de   las   caspasas   blanco

inhibiendo  asi  su  actividad  catalitica  (Ekert  PG  et  al   1999;   Callus  BA  et  al,

2006).  La  idea  de  abordar esta  tlltima  estrategia  en  nuestro  estudio fue  para,

precisamente,  evaluar los efectos directos que causan  los  inhibidores sint6ticos

sobre  las caspasas end6genas en  modelos /.n  v/.vo.  Con  esto  nos evitamos las

dudas que podrian surgir al sobreexpresar inhibidores end6genos o fisiol6gjcos

de caspasas, como los de la familia de las lAPs, los cuales podrian alterar otras

proteinas   u   otras  vias  al   no  ser  dirigidos  de  manera  especifica  contra   las

caspasas como lo hacemos al inyectar inhibidores farmacol6gicos especificos.

Al comienzo de este estudio  no estaba descrito el  uso de inhibidores peptidicos

en    testiculos    /.n    v/.vo    para    la    inactivaci6n    de    caspasas.        La    inyecci6n

intratesticular   fue   el   metodo   utilizado   para   solucionar   el   problema   de   la

administraci6n  del farmaco y asegurar su  distribuci6n  a  las  diferentes  regiones

del   testiculo.    Para   no   causar   efectos   inflamatorios   sobre   el   6rgano,   se

inyectaron  10  ul del  inhibidor VAD-FMK asociado a  la  sonda fluorescente  FITC

demostrando  que  el  inhibidor es  capaz de  alcanzar la totalidad  del testiculo de

22 dias de edad de la rata y ademas,  este experimento es un antecedente que

demuestra cualjtativamente la gran activaci6n de caspasas a dicha edad (Figura
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6).  Por  lo  tanto  se  demostr6  que  el  metodo  de  la  inyecci6n  intratesticular  es

efectivo para la administraci6n de farmacos al testiculo.

Lo§  inhibidores  peptidicos  son  disueltos  en    dimetil  sulfoxido  (DMSO)  para  su

preparaci6n.   Antecedentes   previos   de   nuestro   laboratorio   muestran   que   la

concentraci6n    1    uM   de   inhibidores   peptidicos   es   suficiente   para   causar

inhibici6n  de  caspasas.   Es  mss,   a  concentraciones  mayores  se  observaron

dafios  en  los  testiculos  tratados  equivalentes  a  los  controles  de  vehiculo  que

podrian  ser  asociados  a  la  citotoxicidad  del  DMSO  (dato  no  mostrado).   La

constate   inhibitoria   (Ki)   de  z-VAD-FMK  varia  segdn   los   diferentes  tipos  de

caspasas.   En   ninguna   medici6n   de  actividad   enzimatica  de  caspasa-3     en

testiculos   inyectados   con   inhibidores   peptidicos   se   observaron   variaciones

significativas  con  respecto  al  vehiculo  (Figura  6,  7  y  8).  Si  suponemos  que  al

entrar   en   apoptosis   tanto   la   via   intrinseca   como   extrinseca   generan   la

activaci6n  de  caspasas  efectoras  como  la  caspasa-3,   una  posible  hip6tesis

seria  que  la  concentraci6n  de  la  caspasa-3  es  mayor  a  la  de  las  caspasas

iniciadoras   -8   y  -9.   De   ser  asi,   una   posible   explicaci6n   para   que   ninguna

inhibici6n peptidica  haya acusado un  efecto sobre la actividad de caspasa-3 en

este estudio podria ser que la concentraci6n del inhibidor hubiese estado bajo el

Ki  del   mismo  para  esta  caspasa  en  particular,   pero   no  asi  para  caspasas

iniciadoras.   Ademas,   z-VAD-FMK   no  fue  capaz  de   inhibir  significativamente

ninguna   actividad   enzimatica   medida   pero   si  tuvo   efectos   sobre   sustratos

apopt6ticos  como  PARP  y  P115  (Figura  6),  esto  quizas,  debido  a  que  a  pesar
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de   que   los   inhibidores   con   tres   residuos   aminoacidicos   tienen   un   mayor

espectro de  inhibici6n,  es decir pueden  inhibir una mayor cantidad de caspasas

diferentes,  y  de  que  los  p6ptidos  mas  cortos  son  mas  permeables  que  los

tetrameros,   la   inhibici6n   general   disminuye   la   probabiljdad   de   inhibir  a   las

caspasas  de  manera  mss  selectiva.  En  otras  palabras,  el  pan-inhibidor  inhibe

mas  caspasas totales y por ende menos  cantidad  de  las caspasas especificas

que estan  iniciando  la cascada de activaci6n.  Esta  hip6tesis podria explicar por

qu6    los    inhibidores    especificos    de    caspasa-8    y    -9    causaron    efectos

significativos sobe las actividades de estas dos caspasas (Figura 7 y 8).

Sin  embargo,  la  actividad  enzimatica  de  las  caspasas  se  vjo  reflejada  en  la

prote6lisis  de  diferentes  sustratos  blancos  y  finalmente  la  fragmentaci6n  del

DNA.  La  inhibici6n  de  caspasa-8  no  s6lo  caus6  una  disminuci6n  del  clivaje  de

PARP (Figura 8),  sino que una disminuci6n del ndmero de c6lulas TUNEL(+) en

el  ttlbulo  no  asi  la  inhibici6n  de  caspasa-9.   (Figura   10),  lo  cual  sugiere  una

mayor  contribuci6n  de  la   caspasa-8  en   la  ejecuci6n   de   la   apoptosis.   Este

resultado   contrasta   enormemente   con   lo   observado   con   el   inhibidor  de   la

caspasa-9   (Fjgura   8).   En   este   caso   no   observamos   una   alteraci6n   en   la

actividad  enzimatica de  la caspasa-3,  ni en  la  prote6lisis de sus  subunidades o

las  de  la  caspasa-8 o en  la fragmentaci6n  del  DNA.  Es  por ello  que  pensamos

que la actividad de la caspasa-9 contribuye en  muy poca medida a la ejecuci6n

de la apoptosis durante la espermatog6nesis.
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En  conclusi6n  en  esta  tesis  hemos  logrado  discriminar  la  contribuci6n  relativa

de   distintas   caspasas   en   la   apoptosis   fisiol6gicas   de   c6lulas   germinales,

utilizando    inhibidores    sint6ticos    especificos    para    cada    enzima.    Pudimos

establecer  una  contribuci6n  importante  de  la  caspasas-8,  pero  no  tanto  de  la

caspasa-9 en la ej.ecuci6n de la apoptosis.

Ademas de confirmar la participaci6n de las caspasas en  la apoptosis es

necesario  observar si juegan  algdn  rol  dual  participando  en  el  desarrollo  de  la

espermatog6nesis.  Esto,  ya que a  pesar de que  las  caspasas son  las clasicas

ejecutoras     de     la     muerte    celular    programada,     en     el     modelo    de    la

espermatogenesis  ya  se  han  visto  que  son  importantes  en  la  diferenciaci6n

celular  en  Drosaph/./a  (Arama  et  al,  2003,   Huh  J.  et  al,  2004).   La  inhibici6n

general de caspasas ocupando una sola inyecci6n de  z-VAD-FMK a los 21  dias

de  edad  no  caus6  efectos  cualitativos  ni  cuantitativos  en  las  caracteristicas

morfol6gicas  de  los  tdbulos  seminiferos  adultos  (Figura  12,  Tabla  1),  lo  cual

sugiere   que   este   tratamiento   no   caus6   efectos   en   el   desarrollo   de   la

espermatog6nesis.    La    acrosina    es    una    serino-proteasa    presente    en    el

acrosoma,   sobre   el   nticleo  del   espermatozoide,   y   es   una   de   las   enzimas

encargadas de  la  penetraci6n  del espermatozoide en  la zona  peltlcida durante

la fertilizaci6n del ovocito; al pasar de su forma  inactiva a activa al contacto con

las proteinas especificas de  la zona  peldcida como  lo son ZP1,  ZP2 Y ZP3  (en

rat6n)  (Vvassaman  1999).  Sus  caracteristicas  la  hacen  un  muy  buen  marcador

del proceso de espermiog6nesis, es decir de la etapa de diferenciaci6n final de
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los  espermatozoides.  La  inhibjci6n  temprana  de  caspasas  no  caus6  efectos

sobre  el  patr6n  de  expresi6n  proteico  de  la  acrosina  en  adultos  (Figura  15).

Tampoco   se  observaron   efectos   en   marcadores   de   citoesqueleto   como   la

tubulina   o   de   meiosis   como   la   proteina   del   complejo   sinapton6mico   SCP3

(Figura  14).  Una  de  las  explicaciones  alternativas  para  este  resultado,  podria

ser    que    la    inhibici6n    temprana    si    caus6    efectos    sobre    la    progresi6n

espermatog6nica   los   cuales   fueron   revertidos   durante   la   continuaci6n   del

proceso.  Una posible alternativa para aclarar este punto puede ser la  utilizaci6n

de   bombas   que   vayan   liberando   los   inhibidores   de   manera   continua   y

progresiva  el inhibjdor a fin de bloquear  las caspasas durante toda la extensi6n

de  la  espermatog6nesis.  Otra  de  las  posibilidades  para  explicar por qu6  no  se

ven  efectos  en  la  progresi6n  de  la  espermatog6nesis  pudiera  recaer  en  las

dosis  de  inhibidores  utilizadas,  las  que  por  un  lado  si  alcanzan  para  afectar el

rol  apopt6tico  de  las  caspasas  en  el  modelo  pero  no  para  afectar una  posible

funci6n  en  la  progresi6n  de  la  espermatogenesis.  For  tlltimo  es  posible  que  la

inhibici6n  de  las  caspasas,  en  c6lulas  en  el  proceso  de  apoptosis  induzca,

mecanismos independientes de estas enzimas como la autofagia, lo que jmplica

que  aquellas  c6lulas que fisiol6gicamente estaban  destinadas  a  morir lo  hagan

de todas maneras.
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CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Los  resultados  aqui  presentados  indican  la  participaci6n  de  la  actividad

de caspasas en el proceso de apoptosis fisiol6gica durante la primera ronda de

la  espermatog6nesis  de  la  rata.  Ademas,  los  datos  sugieren  una  participaci6n

importante  de  la  caspasa-8  y  por  consiguiente  de  la  via  extrinseca  en  esta

muerte  celular.  Por  dltimo,  e  una  inhibici6n  tlnica  y temprana  de  caspasas  no

logra  afectar  la  progresi6n  normal  de  la  espermatog6nesis,  sin  descartar  que

estas proteasas participen en procesos de diferenciaci6n.

Dado    el    crecjente    desarrollo    de    estrategias    contra    enfermedades

degenerativas  que  involucran  procesos  apopt6ticos,  este  estudio  confirma  la

alternativa  de  la  utilizaci6n  de  inhjbidores  farmacol6gicos  de  caspasas  en  el

presente sistema como metodo eficaz para la inhibici6n de la apoptosis.  Una de

las  proyecciones  para  la  continuaci6n  del  trabajo  seria  la  determinaci6n  de  las

vias de sefializaci6n rio arriba de la activaci6n de las caspasas en la generaci6n

de  la  apoptosis  durante  la  espermatog6nesis,  para  poder  saber  con  certeza

cuales son los mecanismos que se activan durante este proceso.  Por otro lado,

esta  tesis  deja  abierta  aun   la  pregunta  del   rol  de  las  caspasas  durante  la

diferenciaci6n  o  la  progresi6n  de  la  espermatog6nesis,  por  lo  cual  se  hace

necesario continuar los estudios respecto a este punto.

64



7.           LITERATURA CITADA

1.       ADASHY     Y,      ROCK     J.A     AND      ROSENWAKS     Z.      "Reproductive
Endocrinology,  Surgery and  Technology".  E..  Lippincott-Raven  Publishers,
Philadelphia,1996.

2.       ARAMA  E,  AGAPITE  J,  STELLER  H.     "Caspase  activity  and  a  specific
cytochrome  C  are  required  for  sperm  differentiation   in   Drosophila"   Dev
Cell.  (2003) 4(5):687-97.

3.       BERGERON  L,  PEREZGl,  MACDONALD G,  SHI  L, SUN Y, JURISICOVA
A,   VARMUZA   S,   LATHAM   KE,   FLAWS   JA,   SALTER   JC,   HARA   H,
MOSKOWITZ MA,  LI  E,  GREENBERG A,  TILLY JL,  YUAN  J.   "Defects  in
regulation  of  apoptosis  in  caspase-2-deficient  mice  ".Genes  Dev.  (1998)
1;12(9):1304-14.

4.       BHARDWAJ A, AGGARWAL BB.  "Receptor-mediated  choreography of life
and death" J  Clin  lmmunol. 2003 23(5):317-32.

5.       BRADFORD  MM.  "A  rapid  and  sensitive  method  for  the  quantitation  of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding''
Anal  Biochem.  (1976) 7;72:248-54.

6.       BRAUN  JS,   NOVAK  R,   HERZOG   KH,   BODNER  SM,   CLEVELAND  JL,
TUOMANEN  El.   "Neuroprotection  by a caspase inhibitor in acute bacterial
meningitis" Nat Med.  (1999) 5(3):298-302.

7.        CALLUS  BA,  VAUX  DL.  "Caspase  inhibitors:  viral,  cellular  and  chemical"
Cell Death Differ. 2006 Sep 8.

8.        CHAI  J,  SHIOZAKI  E,  SRINIVASULASM,WU  Q,  DATTAP,ALNEMRI  ES,
SHI   Y.   "Structural   basis   of  caspase-7   inhibition   by  XIAP"   Cell.   (2001)
9;104(5):769-80.  Erratum  in:  Cell  (2001 ) 2;107(3):409.

9.       CHIU  R,  NOVIKOV L,  MUKHERJEE  S,  SHIELDS  D.  "A caspase cleavage
fragment   of   pll5   induces   fragmentation   of  the   Golgi   apparatus   and
apoptosis" J Cell Biol. (2002) 25;159(4):63748.

10.     CLEMONT,  Y.  "The cicle of the seminierous epithelium  jn the man". Am.  J.
Anat.  (1963)  112:  35-51

11.     COOKE  HJ,  AND  SAUNDERS  PT.  Mouse  models  of  male  infertility"  Nat
Rev Genet. (2002) 3(10):790-801.

65



12.     DE    VRIES    KJ,    WIEDMER    T,    SIMS    PJ,    GADELLA    BM.    "Caspase
independent exposure of aminophospholipids  ant tyrosine  phosphorylation
in  bicarbonate  responsive  human  sperm  cells".   Biology  of  Reproduction
(2003) 68: 2122-2134

13.     EARNSHAW,  WILLIAM   C.   MARTINS,   LUIS   M.   KAUFMANN,   SCOTT  H
"MAMMALIAN     CASPASES:     Structure,     Activation,     Substrates,     and

Functions  During  Apoptosis."  Annual  Review  of  Biochemistry,  (1999)  68:
383-42.

14.     EKERT  PG,  SILKE  J,  VAUX  DL.  "Caspase  inhibitors."  Cell  Death  Differ.

(1999) 6:1081 -6.

15.     FISCHER  U,  JANICKE  R.U,  SCHULZE-OSTHOFF  K.  "Many cuts to  ruin:  a
comprehensive  update  of  caspase  substrates"  Cell  Death  Differ.  (2003)
10:76-100.

16.     GARRIDO    C,    GALLUZZI    L,    BRUNET    M,    PUIG    PE,    DIDELOT    C,
KROEMER  G.  Mechanisms  of cytochrome  c  release  from  mitochondria.."
Cell  Death  Differ.  (2006)  13:1423-33.

17.     GAVRIELI   Y,   SHERMAN   Y,   AND   SA.   BEN-SASSON.   "Identification   of

programmed   cell   death   in   situ   via   specific   labeling   of   nuclear   DNA
fragmentation". The Journal of Cell  Biology (1992)  119: 493-501.

18.     GERSCHENSON  L.E AND  R.J  ROTELLO.  "Apoptosis:  a  different type  of
cell death" the Faseb Journal (1992) 6: 2450-2455.

19.     HAIL   JR   N,    B.Z.    CARTER,    M.    KONOPLEVA   AND    M.   ANDREEFF.
"Apoptosis  effector  mechanism:  A  requiem  performed  jn  different  keys"

Apoptosis (2006)  11 :889-904.

20.     HENGARTNER   MO.   The   biochemistry   of   apoptosis""   Nature.    (2000)
12:770-6.

21.     HERCEG   Z,   WANG   Z.Q.    Functions   of   poly(ADP-ribose)   polymerase
(PARP) in  DNA repair, genomic integrity and cell death" Mutat Res.  (2001 )
477:97-110.

22.     HUCKINS C. The morphology and kinetics ofspermatogonial degeneration
in  normal  adult  rats:  An  analysis  using  a  simplified  classification  of  the
germinal epithelium" Anat Rec.  (1978)  190:905-26.

66



23.     HUH J.R, VERNOOY S.Y, YU  H, YAN  N, SHI  Y,  GUO  M,  HAY BA.  Multiple
apoptotic   caspase   cascades   are   required    in    nonapoptotic   roles   for
Drosophila spermatid  jndjvidualization." PLoS Biol.  (2004) 2:E15.

24.     KENNEDY    N.J,    KATAOKA   T,    TSCHOPP    J,    BUDD    R.C.    Caspase
activation    is    required    for   T    cell    proliferation."    J    Exp    Med.    (1999)
20;190:1891-6.

25.     KERR  J.F,  WYLLIE  AH  AND  CURRIE  A.R.  "Apoptosis:  a  basic  biological

phenomenon with wide-ranging implications in tissue kinetics" Br J Cancer.
(1972) 26:239-57.

26.     KNUDSON  C.M  TOURTELLOTTE  W.G,  BROWN  GA,  KORSMEYER  SJ.
"Bax-deficient  mice with  lymphoid  hyperplasia  and  male  germ  cell  death."

Science.  (1995) 6;270:96-9.

27.     KRISHNAMURTHY   H,   WEINBAUER   G,   ASLAM    H,   YEUNG    C   AND
NIESLAG  E.  "Quantification  of apoptotis testicular germ  cell  in  normal  and
methoxyacetic acid-treated mice as determined by flow cytometry".  Journal
of Andrology (1998):  19:  710-717.

28.     LAEMMLI  U.K.  (1970) "Cleavage of structural  proteins during the
Assembly of the Head of Bacteriophage T4" Nature 227: 680-685

29.     L.E  GERSCHENSON  AND  R.J  ROTILLO.  "Apoptosis:  a  different  type  of
cell death" The FASEB Journal (1992)   6:2450-2455

30.     LI  H,  ZHU  H,  XU  C.J,  YUAN  J.  "Cleavage  of BID  by caspase 8  mediates
the  mitochondrial  damage  in  the  Fas  pathway  of  apoptosis"  Cell.  (1998)
21 ;9:491 -501.

31.     LIU   H,   CHANG   D.W,   YANG   X.   "lnterdimer  processing   and   linearity  of

procaspase-3 activation. A unifying mechanism for the activation of initiator
and effector caspasas" J Biol Chem. (2005) 25;280:11578-82.

32.     LIZAMA  C  AND   MORENO   R.D   "Up-regulation  de   CD95   (Apol/Fas)   is
associated    with    spermatocyte    apotosis    during    the    first    round    of
spermatogenesis in the rat " Apoptosis. 2006 ln Press.

33.     LOCKSHIN    R.A    AND    WILLIAMS    C.M.    "Programmed    Cell    death    11.
Endocrine  potentiation  of  the  breackdown  of  intersegmental  muscles  of
silkmoths" Journal of Insect Physiology (1964)  10:643

67



34.     LUO  X,  BUDIHARDJO  I,  ZOU  H,  SLAUGHTER  C,  WANG  X.  "Bid,  a  Bcl2
interacting  protein,  mediates  cytochrome  c  release  from  mitochondria  in
response   to   activation   of   cell   surface   death   receptors"   Cell.    (1998)
21 ;94:481 -90.

35.     MATSUKI   S,   lucHI   Y,   lKEDA  Y,   SASAGAWA   I,   TOMITA  Y,   FUJll   J.
"Suppression  of cytochrome  c  release  and  apoptosis  in  testes  with  heat

stress     by     minocycline"     Biochem     Biophys     Res     Commun.     (2003)
19;312:843-849.

36.     MCCARREY  J.   "Development  of  the  Germ   Cell"  in   Cell   and   Molecular
Biology  of the  Testis  (Desfardias  C.  and  Ewing  L.  ed.).  Oxford  University
Press (1993)

37.     MCMANUS  J.F.C  "Histological  demonstration  of mucin  after periodic  acid"
Nature,158:202,1946.

38.     MORENO   R.D,   LIZAMA   C,   URZUA   N,   VERGARA   S.P,   REYES   J.G.
"Caspase  activation  throughout  the  first  wave  of  spermatogenesis  in  the

rat." Cell Tissue Res.  (2006) 325:533-540.

39.     NICHOLSON  D.W. "Caspase structure,  proteolytic substrates, and function
during apoptotic cell death." Cell  Death  Differ.  (1999) 6:1028-1042.

40.     OZOREN   N.  AND  WAFIK  S.   EL-DEIRY     "Cell  surface  Death   Receptor
signaling  in  normal  and  cancer  cells"  Semin  Cancer  Biol.  (2003)  13:135-
147.

41.     PUTHENVEEDU   M.A,   LINSTEDT   A.D.   "Evidence   that   Golgi   structure
depends   on   a   pll5   activity  that   js   independent  of  the  vesicle   tether
components giantin and GM130" J  Cell  Biol.  (2001 )  15;155:227-238.

42.     HISTOLOGICAL   AND   HISTOPATHOLOGICAL   EVALUATION   OF   THE
TESTIS.   Edited  by  L.D.   Russell,   R.A.   Ettlin,  A.P.  Sinha  Hikim  and   E.D.
Clegg. Cache River Press, Clearwater,1990.

43.     RIEDL  S.J,  SHI  Y.  "Molecular  mechanisms  of  caspase  regulation  during
apoptosis" Nat Rev Mol Cell Biol. (2004) 5:897-907

44.     RODRIGUEZ  I,  ODY  C,  ARAKI  K,  GARCIA  I,  VASSALLI  P.  "An  early and
massive wave of germinal cell apoptosis is required for the development of
functional spermatogenesis." EMBO J.  (1997)  1 ;16:2262-2270.

68



45.     ROHN  T.T,   CUSACK  S.M,   KESSINGER  S.R,   OXFORD  J.T.   "Caspase
activation independent of cell death is required for proper cell dispersal and
correct morphology in  PC12 cells." Exp Cell  Res.  (2004)  15;295:215-225.

46.     RUSSELL  L.D,  CHIARINI-GARCIA H,  KORSMEYER S.J,  KNUDSON  C.M.
"Bax-dependent    spermatogonia    apoptosis    is    required    for    testicular

development and spermatogenesis." Biol Reprod. (2002) 66:950-958.

47.     SHI Y. "Mechanisms of caspase activation and  inhibition during apoptosis."
Mol Cell.  (2002) 9:459470.

48.     SINHA  HIKIM A.P AND  R.S  SWERDLOFF.  "Hormonal  and  genetic control
of germ cell apoptosis in the testis"  Reviews of Reproduction  (1999) 4:  38-
47.

49.     SINHA   HIKIM   AP,   LUE   Y,    DIAZ-ROMERO    M,   YEN    PH,   WANG   C,
SWERDLOFF RS.  "Deciphering the pathways of germ cell apoptosis in the
testis." J Steroid  Biochem Mol Biol.  (2003) 85:175-182.

50.     SOHN   D,  SCHULZE-OSTHOFF  K,  JANICKE   R.U.     "Caspase-8  can  be
activated  by  interchajn  proteolysjs  without  receptor-triggered  dimerization
during drug-induced apoptosis." J Biol Chem.  (2005) 18;280:5267-5273.

51.     TAKATANI  T,  TAKAHASHI  K,  UOZUMI  Y,  SHIKATA  E,  YAMAMOTO  Y,
lTO   T,   MATSUDA  T,   SCHAFFER   SW,   FUJIO   Y,   AZUMA   J.   "Taurine
inhibits    apoptosis    by    preventing    formation    of   the    Apaf-1/caspase-9
apoptosome" Am J Physiol Cell Physiol.  (2004) 287:C949-953.

52.     THORNBERRY,  BULL,  CALAYCAY,  CHAPMAN,  HOWARD,  KOSTURA,
MILLER,     MOLINEAUX,         WEIDNER,     AUNINS,     ELLISTON,    AYALA,
CASANO,  CHIN,  DING,  EGGER,  GAFFNEY,  LIMJUCO,  PALYHA,  RAJU,
ROLANDO,  SALLEY,  YAMIN,  LEE,  SHIVELY,  MACCROSS,  MUMFORD,
SCHMID   AND   TOccl.      "A   novel   heterodimeric   cysteine   protease   is
required  for  interleukin-1   beta  processing  in  monocytes."  Nature.  (1992)
30;356:768-774.

53.     VAN  LOO  G,  SAELENS  X,  VAN  GURP  M,  MACFARLANE  M,  MARTIN
S.J, VANDENABEELE  P.  "The role of mitochondrial factors in  apoptosis:  a
Russian   roulette   with   more  than   one   bullet"   Cell   Death   Differ.   (2002)
9: 1031 -1042.

69



54.     VERA Y,  RODRIGUEZ S,  CASTANARES  M,  LUE  Y,. ATIENZA V,  WANG
C,  SWERDLOFF  R.S,  SINHA  HIKIM  A.P.  "Functional  role  of caspases  in
heat-induced  testicular germ  cell  apoptosis."  Biol  Reprod.  (2005)  72:516-
522.

55.     WANG  Y,  SUOMINEN  J.S,  PARVINEN  M,  RIVERO-MULLER  A,  KllvERI
S,  HEIKINHEIMO  M,  ROBBINS  I,  TOPPARI  J.  "The  regulated  expression
of  c-lApl  and  c-lAP2  during  the  rat  seminiferous  epithelial  cycle  plays  a
role in the protection of germ  cells from  Fas-mediated  apoptosjs... Mol  Cell
Endocrinol.  (2005) 21 ;  245:111-120.

56.    WANG Z.Q,  STINGL  L,  MORRISON  C,  JANTSCH  M,  LOS  M,  SCHULZE-
OSTHOFF  K, WAGNER  E.F.  "PARP  is  important for genomic stability  but
dispensable in apoptosis" Genes Dev.  (1997)  15;11 :2347-2358.

57.     WASSARMAN    P.M    "Mammalian    Fertilization:    Molecular    Aspects    of
Gamete Adhesion,  Exocytosis, and Fusion" Cell (1999) Vol. 96,175-183.

58.     WU  G,  CHAI  J,  SUBER T.L, WU J.W,  DU  C, WANG X,  SHI  Y.  "Structural
basis     of     lAP     recognition     by    Smac/DIABLO"     Nature.     (2000)     21-
28;408:1008-1012.

59.     ZHENG  S,  TURNER  T.T,  LYSIAK  J.J.  "Caspase  2  activity  contributes  to
the    initial    wave    of   germ    cell    apoptosis    during    the    first    round    of
spermatogenesis" Biol Reprod. (2006) 74:1026-1033.

70


