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Resumen

Las caspasas 3 y 7 activas son consideradas clave en la sefializacion de la apoptosis
en las células somaticas y células germinales testiculares. Existen dos estrategias
que permiten identificar a las células que expresan caspasas activas, el marcaje in
situ y el marcaje ex situ. EIl objetivo del presente trabajo fue investigar si existen
diferencias en los porcentajes de espermatozoides marcados con las diferentes
estrategias bajo distintos esquemas de induccion o de inhibicion de caspasas
activas. Las muestras espermaticas se obtuvieron de siete ratas macho (ClI-ZV) de
90 dias de edad, sexualmente maduros y con fertilidad comprobada. Los
espermatozoides con caspasas 3 y 7 activas fueron tratados con el inductor
imiquimod (IMQ) o el inhibidor zDEVD o ambos y marcados in situ (FLICA) o ex situ
(NucView) o FLICA+NucView, y evaluados por citometria de flujo. Los porcentajes de
espermatozoides marcados con FLICA, NucView, IMQ+FLICA e IMQ+NucView no
presentaron diferencias significativas; pero hubo diferencias entre los tratamientos
IMQ, zDEVD o IMQ+zDEVD y marcados con FLICA+NucVlew. Mediante microscopia
de fluorescencia se identificaron espermatozoides marcados con FLICA, y
espermatozoides marcados con NucView; pero en un marcaje FLICA+NucView
algunos espermatozoides que fueron negativos a FLICA fueron positivos al reactivo
de NucView. No se observaron diferencias en los porcentajes de los
espermatozoides que expresan caspasas activas cuando se utiliz6 FLICA o
NucView; sin embargo, se presentaron diferencias entre los porcentajes de los
espermatozoides que expresan las caspasas 3 y 7 activas cuando los
espermatozoides se incubaron con FLICA + NucView.



Abstract

Active caspases 3- and -7 are considered key in somatic and testicular germ cell
apoptosis signalization. Strategies of in situ or ex situ label permits to identify cell
expressing active caspases. The goal of the present work was to investigate whether
exists differences between percentages of sperm labeled with distinct strategies and
treated with inducers or inhibitors of active caspases. Sperm samples were obtained
from seven males (ClI-ZV), 90 days old, sexually mature and probed fertility. Sperm
with active caspases -3 and -7 were treated with the inducer imiquimod (IMQ) or
inhibitor zDEVD, or both, and labeled in situ (FLICA) or ex situ (NucView), or
FLICA+NucView, and evaluated by flow cytometry. No differences were observed
among percentages of sperm labeled with FLICA, NuCView, IMQ+FLICA e
IMQ+NucView; however differences among treatments IMQ, zDEVD or IMQ+zDEVD
labeled with FLICA+NucVlew. Sperm labeled with FLICA or NucView were identified
by fluorescence microscopy, but when FLICA+NucView labeling was realized sperm
FLICA negatives and NucView positives were observed. There were not differences
between percentages of sperm positives to FLICA or NucView; although percentages
of sperm expressing active caspases -3 and -7 were observed when labeling FLICA +

NucView was realized.



1. Introduccidn

Los espermatozoides son el resultado de la espermatogénesis (Eddy, 2006). La
fertilizacion es el proceso por el cual los espermatozoides y el ovocito, se fusionan
para producir un individuo genéticamente distinto de los progenitores. La fertilizacion
requiere de un espermatozoide habil, capaz de penetrar la zona pellcida y fertilizar el
ovocito (Florman y Ducibella, 2006). Por otro lado, la infertilidad es una condicién que
afecta entre el 10-15% de las parejas, alrededor del mundo (WHO, 2010). El hombre
representa el 50% de la infertilidad, siendo la infeccion o dafio en el aparato
reproductor, las alteraciones en el control neuroendocrino de la regulacién de la
espermatogénesis y los factores genéticos constituyen las principales etiologias de
infertilidad masculina (Gibson y Ahmad, 2013).

La infertilidad primaria o secundaria se ha relacionado con el estilo de vida, la
condiciéon de salud, el uso de agentes tdxicos, que provocan alteraciones en la
espermatogénesis dando origen a los espermatozoides con dafio, como lo son los
espermatozoides eyaculados que expresan fragmentacion del ADN (Aitken y
Koppers, 2011) o como lo pudieran ser aquellos espermatozoides que expresan las
caspasas activas y que podrian relacionarse con la disminucién en la capacidad del
individuo de llevar a cabo la fertilizacion (Taylor et al., 2004).

Las caspasas son una familia de proteasas que reconocen una secuencia peptidicas
de cisteina unida al &cido aspartico, son consideradas una “llave” dentro de la
apoptosis en las células somaticas, se dividen en dos grupos: caspasas iniciadoras y
caspasas ejecutoras; en las células somaticas la activacion de las caspasas
ejecutoras se considera como el “punto de no retorno”, es decir, la célula esta
condenada a morir (Grunewald et al., 2009). Los espermatozoides recolectados del

epididimo y los eyaculados presentan caspasas ejecutoras activas, pero no se ha



determinado que estos espermatozoides mueran por apoptosis como sucede en las

células sométicas (Garcia et al., 2012).

En las células somaticas, las caspasas ejecutoras pueden ser activadas a través del
estrés celular generado por la incubacion por periodos largo o mediante el uso de
agentes quimicos, como el imiquimod (Kim et al., 2010). Las caspasas ejecutoras 3 y
7 activas tienen una estructura diferente, pero comparten la hidrélisis péptido de

reconocimiento DEVD (aspartil- glutamil- valil- aspartato) (Grunewald et al., 2009).

Diversa instrumentacion cientifica como el citometro de flujo (CF) y la microscopia de
fluorescencia (MF) son utilizadas para la deteccion de caspasas activas, ya sea
detectando miles de células por segundo o la localizacion en una o varias células
respectivamente (Brugnon et al., 2007). Las caspasas 3 y 7 activas pueden ser
marcadas in situ por substratos comerciales como FLICA, el substrato sintético es
reconocido y dividido por la caspasas 3 y 7, el fragmento dividido se une
covalentemente al sitio activo de la caspasas mediante la fluorometilcetona,
blogueando su actividad y emitiendo fluorescencia. (Amstad et al.,, 2001). Las
caspasas 3 y 7 activas se han localizado in situ en la pieza media, en la pieza
principal, en la region postacrosomal y en la fosa de implantacion en los

espermatozoides de borrego (Pichardo et al., 2010).

Mientras que con el substrato comercial NucView, las caspasas 3 y 7 se han
localizado ex situ, esto se debe a que el substrato es reconocido y dividido por las
caspasas 3y 7, el fragmento del substrato que contiene el fluorégeno se dirige hacia
el nacleo, emite fluorescencia, mientras que el sitio activo de la caspasa permanece
intacto, NucView no inhibe la actividad de la caspasa 3 y 7 activa (Cen et al., 2008),
gue se detallard méas adelante. La especificidad de los substratos se ha corroborado
por inductores de apoptosis, como la estaurosporina, el peréxido de hidrogeno y el
imiguimod e inhibidores no fluorescentes como zDEVD-fmk o zZVAD-fmk (Pichardo et
al., 2010).



2. Espermatogénesis de la rata

2.1 Espermatogénesis de larata

La espermatogénesis es un proceso complejo que incluye la diferenciacién de los
espermatozoides a partir de células indiferenciadas (espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas), que inicia durante la pubertad y termina con la
muerte. La espermatogénesis ocurre en el epitelio de los tibulos seminiferos en los
testiculo e involucra cuatro procesos: el primero consiste en la renovacion de las
células por mitosis; el segundo proceso involucra la produccion y expansion de
células tallo por mitosis y diferenciacion; el tercer proceso consiste en la reduccion
del numero de cromosomas en cada célula progenitora por meiosis, mientras que el
cuarto proceso consiste en la diferenciacion de los espermatozoides, células
haploides (Kerr et al., 2006 ).

En un corte transversal de un tdbulo seminifero, se distinguen dos regiones, el
compartimento basal y el compartimento apical delimitados por la barrera hemato-
testicular. En el compartimento basal las espermatogonias se renuevan y proliferan
por mitosis y comienzan a diferenciarse a espermatogonias tipo B, las que a su vez
se diferencian en espermatocitos. Los espermatocitos se diferencian a espermatidas,

por meiosis | y meiosis Il (Fawcett, 1975; Kerr et al., 2006).

Durante la meiosis Il, los espermatocitos en diploteno se diferencian a espermatidas
redondas, eventualmente a espermatidas alargadas y finalmente se diferencian en
espermatozoides. Estas caracteristicas son tipificadas por la condensacién del
material genético que forma el ndcleo de ovoide a alargado, la formacion de un
acrosoma, el desarrollo y elongacion del flagelo con la formacién empaquetada de la
mitocondrias en la pieza media. La comunicacion entre las células germinales
indiferenciadas y las células somaticas es esencial para la regulacion de la

espermatogénesis (Cheng y Mruk, 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema que representa las diferentes etapas de la espermatogénesis.
Modificado de Cheng y Mruk, 2011.

2.2 Regulacion neuroendocrina de la espermatogénesis

La regulacion de la espermatogénesis en los mamiferos estd dada por las
gonadotropinas FSH y LH y por las hormonas sexuales testosterona y estrégenos, en
el eje hipotdlamo-hipdfisis-testiculo (Carreau et al., 2002). En el hipotdlamo, en las
neuronas GnRHeérgicas se sintetiza, almacena y secreta GnRH (Hormona liberadora

de gonadotrofinas) a partir de la sefalizacion de las kisspeptinas, NKD, de



neurotransmisores como serotonina, dopamina, endorfinas, Ach, GABA y de

hormonas como leptina y melatonina (O"Donell et al., 2006).

La GnRH secretada viaja a través del sistema portal hipofisiario, y llega a los
gonadodtropos en la hipdfisis anterior, mismos que sintetizan, almacenan y secretan
FSH y LH; dependiendo de la pulsatilidad, la FHS y LH viajan por el torrente
sanguineo hasta los testiculos; la FSH se une a su receptor FSHR en las células de
Sertoli, mientras que la LH se une a su receptor LHR en las células de Leydig
(O"Donell et al., 2006).

Las células de Leydig, sintetizan, almacenan y secretan testosterona; que es
biosintetizada de novo a partir de acetato y utiliza el colesterol como intermediario, la
biotransformacién de pregnenolona a androstendiona y testosterona en los
mamiferos puede proceder a través de dos diferentes vias (A%, A°), segln la especie,
organo endocrino 0 ambos; la testosterona se puede sintetizar a partir de hormonas

corticosteroides, aunque en menor concentracion (Lemus y Pérez-Palacios, 2001).

La testosterona es transportada por la proteina ABP hacia los diferentes érganos
blanco. La concentracion elevada de testosterona y estrégenos en sangre inhibe la
sintesis y secrecion de GnRH en el hipotdlamo. Ademas las células de Sertoli
secretan inhibina que actia en la hipodfisis bloqueando la liberacion de FSH y LH
(McLachlan, 2000; Ruwanpura et al., 2010). La disrupcién del eje hipotalamo-
hipdfisis-testiculo por promueve la muerte de células germinales por apoptosis
(Aragon et al., 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema que representa el control neuroendocrino de la espermatogénesis
GnRH, Hormona liberadora de gonadotrofinas; FSH, Hormona Foliculo Estimulante; LH,
Hormona Luteinizante; T, testosterona; E2, estradiol; CL, células de Leydig; CS, célula de
Sertoli; spg, espermatogonia; spc, espermatocito; spm, espermatida; spz, espermatozoide.
Modificado de Aragon et al., (2007).



3. La muerte celular: la apoptosis

El término apoptosis fue establecido en el afio de 1972 por Kerr y colaboradores,
proviene del griego apo que significa separacion y ptosis que significa caida, y hace
referencia a la caida de las hojas de los arboles como producto de un envejecimiento
y muerte celular de las hojas (Kerr et al., 1972). La apoptosis es definida por un
conjunto de cambios morfolégicos que ocurren en la célula y que incluyen la
formacién de burbujas en la membrana, la condensacion de la cromatina, el
encogimiento celular, la pérdida de adhesion con células periféricas y la formacion de
cuerpos apoptoéticos; permite mantener un equilibrio entre la proliferacion y muerte
celular (Kerr et al.,, 1972). En varios estudios se ha demostrado que el uso de
agentes anticancerigenos por ejemplo, el imiquimod, es usados como inductor de
apoptosis, en lineas derivadas de cancer en modelos in vitro (Kaufmann y Earnshaw,
2000).

En las células sométicas y en las células germinales testiculares, la apoptosis ocurre
de forma natural y se ha conservado a través de la evolucion (Kierzembaum, 2001,
Lamkanfi et al., 2007). En la apoptosis se han distinguido tres fases: la fase inicial, la
fase de ejecucidon y la fase de eliminacion (Kiechle y Zhang, 2002). EI componente
central y ejecutor del fendbmeno de apoptosis son proteasas llamadas caspasas
(Nicholson, 1996).

3.1 Las caspasas

Las caspasas activas forman parte de la sefializacién de la apoptosis, se consideran
una llave en la apoptosis (Grunewald et al., 2009), y no debe interpretase como
apoptosis (Kroemer y Martin, 2005). El término caspasas proviene de la conjuncién
de términos del inglés cysteinyl-aspartate-specific proteases, y se refiere a una
familia de proteasas de cisteina y acido aspartico, que tiene en la cisteina su sitio

activo y que realizan cortes proteoliticos en un residuo de acido aspartico de sus



sustratos; las caspasas inactivas o procaspasas estan conformadas por un
prodominio CARD (Dominio de reclutamiento de la caspasa) o un prodominio DED
(Dominio efector de muerte) el cual depende de la funcion de la caspasa y tres
dominios: un dominio amino terminal (NH;), una subunidad larga de 20 kDa y una
subunidad corta de 10 kDa (Crawford y Wells, 2011).

Las caspasas activas estan conformadas por dos heterotetrameros (dos procaspasas
que se unen por interaccién del grupo amino en las subunidades cortas) con dos
sitios activos. Las caspasas son clasificadas en tres grupos con base en su
estructura y funcion: el grupo uno las caspasas proinflamatorias (1, 4, 5, 11, 12, 13y
14) las cuales estan involucradas en procesos de inflamacion y diferenciacion celular;
el grupo dos las caspasas iniciadoras de la apoptosis (2, 8, 9y 10) y el grupo tres las

caspasas ejecutoras de la apoptosis (3, 6 y 7) (Grunewald et al., 2009) (Figura 3).

[CARD ] | .
Subunidad

larga corta
Prodominio

Grupo1. Caspasas proinflamatorias
NH,— — N COOH caspasa 1

NH, 1 —1 | COOH caspasa 4
NH.—— —{ | COOH caspasa 5
' NH,— T COOH  caspasa 11
NH,—1 1 | COOH caspasa 12
NH.,—{ 1—1 s COOH caspasa 13
) NH, (- COOH  caspasa 14

Grupo 2. Caspasas iniciadoras
NH,—{ —L — I COOH caspasa 2
NH,—{ H — | COOH caspasa 8
5 NH, (I COOH  caspasa 9
NH,— H — - COOH caspasa 10

Grupo 3. Caspasas ejecutoras

NH, — [ COOH  caspasa 3
NH,— - I COOH  caspasa 6
NH, - [ COOH  caspasa 7

Figura 3. llustraciobn que representa la organizacion (grupo amino, dominio animo terminal,
subunidad larga y subunidad corta) y clasificacion de las caspasas con base en su estructura
y funcion, las caspasas contienen su dominio CARD, dominio de reclutamiento de la caspasa
(p.e. caspasa 2) o dominio DED, dominio efector de muerte (p.e. caspasa 8). Tomado de
Grunewald et al., 2009.
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3.2 Mecanismo de activaciéon de las caspasas

En las células somaticas, las caspasas (2, 3, 6, 7, 8 y 9) se localizan en el citosol,
aunque las caspasas 2 y 3 también se han localizado en fracciones subcelulares
nucleares (Van Loo et al., 2002). Existen dos principales rutas de activacion de las
caspasas, la via extrinseca y la via intrinseca; la via extrinseca involucra la unién de
un trimero ligando Fas o CD95 con su receptor FasR o CD95R en la superficie de la
membrana plasmatica. Esta sefializacion promueve que las proteinas asociadas a
FasR (FADD) recluten dos heterodimeros de la procaspasa 8 y se unan mediante el
dominio NHy; acto seguido la procaspasa 8 pasa a su forma activa como caspasa 8

activa (Boatright y Salvesen, 2003).

La via intrinseca es originada por factores de estrés que promueven la liberacion del
citocromo ¢ de la membrana interna de la mitocondria hacia el citosol, esta liberacion
es facilitada por las proteinas mitocondriales Bax/Bid o en su defecto la liberacion de
citocromo c¢ puede ser retenida por la proteina mitocondrial Bcl-2. El citocromo ¢ en el
citosol se une a la proteina Apaf-1, la cual ésta asociada a la procaspasa 9, para que
la procaspasa 9 pase a su forma activa se va llevar a cabo la formacion de un
complejo denominado apoptosoma de 7 trimeros. Ambas vias convergen en la

activacion de las caspasas ejecutoras (3, 6, 7) (Boatright y Salvesen, 2003).

Una via mas que permite la activacion de las caspasas ejecutoras es la via del
reticulo endoplasmico, la liberacion de Ca*™ del reticulo endoplasmico activa a las
calpainas y a su vez a la caspasa 12, y a su vez activa a la caspasa 9 y finaliza con
la activacion de las caspasas 3, 6 o0 7 (Ruwanpura et al., 2010). También se ha
observado que la caspasa 3 puede autoactivarse, ya sea a través de la protedlisis de
la misma procaspasa 3, o bien, a través de la protedlisis de las procaspasas 8 y 9
(Kroemer y Martin, 2005). La activacibn masiva de las caspasas ejecutoras es
denominada como el “punto de no retorno”, es decir, la célula ésta condenada a

morir (Grunewald et al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema que representa las dos principales rutas de activacion de las caspasas
efectoras.

3.3 Deteccién y evaluacion de las caspasas

La fluorescencia es un proceso de emisibn de luz que se caracteriza a las
substancias que son capaces de absorber energia en forma de radiaciones
electromagnéticas a una longitud de onda especifica y simultaneamente emite parte
de esa energia a una longitud de onda mayor, usualmente en el espectro
electromagnético, entre los 400 y 700 nm (Young, 1961) (Figura 5). Las moléculas
gue han sido excitadas a un nivel de energia superior por absorcion de radiacion
electromagnética, los electrones permanecen en estado excitado, y asumiendo que

el exceso de energia no se pierda, el electron excitado retorna a su estado basal
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emitiendo la energia sobrante, energia de longitud de onda mayor (menor energia)
(Young, 1961).
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Figura 5. Representacion gréafica de la excitacion y emision de espectro del substrato que
enzimaticamente es dividido por la caspasa 3 y 7 activa (NucView 488 caspase-3, Biotium
Inc. Hayward, CA, USA).

Diversa instrumentacion cientifica, por ejemplo el citometro de flujo (CF) y la
microscopia de fluorescencia (MF) han sido utilizados para la deteccién de la
fluorescencia celular. En células no individuales (tejido) se ha usado la MF, mientras
gue en las células individuales, por ejemplo, los espermatozoides eyaculados que
expresan las caspasas activas, han sido detectados por ambos métodos, también se

ha detectado por otros métodos (Cuadro 1).

La evaluaciéon de los espermatozoides que expresan las caspasas activas podrian
permitir evaluar la calidad espermatica (Taylor et al.,, 2004) o podrian estar
relacionadas directamente con la capacidad de fertilizacién (Marchetti y Marchetti,
2004).
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Cuadro 1. Deteccion de las caspasas. Modificado de (Kroemer et al., 2009).

Tipo de Caracteristica
muerte Bioquimica Método de deteccion
celular

Colorimetria/ substratos fluorogénicos en células vivas
Colorimetria/ substratos fluorogénicos en células
lisadas

CF-MF/ anticuerpos que reconocen la forma activa de
la caspasa

CF-MF/ anticuerpos especificos para substratos
divididos por las caspasas

CF-MF/ substratos fluorogénicos

Ensayos de inmunoblots del estado activo de la
caspasa

Ensayos de inmunoblots de los productos divididos por
las caspasas

Apoptosis Caspasas

La citometria de flujo provee una deteccion rapida y extensa del nimero de células
individuales y marcadas por algun fluorégeno, por ejemplo, en el citometro de flujo,
los espermatozoides que fueron marcados o no, viajan por una red de canales
terminan por alinearse célula por célula, el laser impacta a cada espermatozoide, si
el espermatozoide es positivo, el haz de luz rebota hacia fotodetectores que
amplifican la sefial y traduce la informacion en sefal eléctrica (Graham, 2001), por
tanto, se puede cuantificar cientos de células por segundo, y recopilar la informacion

de cada espermatozoide (Graham et al., 2000).

3.4 Marcaje de las caspasas activas in situ (FLICA) o ex situ (NucView)

por substratos fluorogénicos

Los reactivos de FLICA, NucView y el inhibidor no fluorescente zDEVD (z-DEVD-
fmk), interaccionan con el centro activo de las caspasas 3 y 7 a través de una
secuencia de aminoacidos especifica (aspartil-glutamil-valil- aspartato, DEVD),
FLICA y zDEVD-fmk establecen una unién es covalente con el sitio activo de la
caspasa, con FLICA se ha determinado la ubicacién in situ de las caspasas 3y 7

activas, por ejemplo, en los espermatozoides se ha localizado particularmente en la
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pieza media (Pichardo et al., 2010), mientras, que con el reactivo de NucView es
reconocido y dividido por las caspasas 3 y 7 activas sin bloguear su actividad (Cen et
al., 2008).

3.4.1 FLICA

La actividad de las caspasas 3 y 7 activas son marcadas con el reactivo de FLICA
(del inglés, fluorochrome-labeled inhibitors of caspases). SR-DEVD-fmk es un
substrato sintético, permeable a la membrana y no citotoxico, estd conformado por
tres compuestos: un grupo sulforrodamina (SR) que es conjugado con el péptido
DEVD que es la secuencia reconocida por las caspasas 3 y 7 activas y una
fluorometilcetona (fmk) que asocia covalentemente con el sitio de las caspasas. Las
caspasas 3 y 7 cuando estan activas reconocen y dividen el péptido DEVD en el
aminoacido D, posteriormente la fmk se asocia al sitio activo de la caspasas (Figura
6). La emision y excitacion maxima del reactivo de FLICA es de 559/595 nm (Amstad
et al., 2001).

caspasa 3y 7 activa

e 4
)
9

citoplasma nucleo

Figura 6. Mecanismo de accion del reactivo de FLICA.
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3.4.2 NucView

NucView es un substrato sintético, permeable a la membrana y no citotoxico, es
utilizado para la deteccion de caspasas 3 y 7 activas, esta conformado por dos
compuestos: el primero es el péptido DEVD que las caspasas 3 y 7 activas
reconocen Yy dividen; el segundo de nombre NucView 488, que es un derivado del
agente intercalador de ADN naranja de tiazol, el cual se une a la cadena doble de
ADN. El naranja de tiazol por si solo no es fluorescente hasta que se une al acido
nucleico (Figura 7). Las caspasas 3 y 7 activas reconocen al péptido y lo dividen, el
fragmento que tiene NucView emigra hacia al nucleo. Con este reactivo no se

identifica el sitio donde la caspasa 3y 7 esta activa (Cen et al., 2008).

caspasa 3y 7 activa
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citoplasma nucleo

Figura 7. Mecanismo de accién del reactivo de NucView
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3.5 Otros tipos de muerte celular: la necrosis, la autofagia y otras

variaciones de la muerte celular

El término necrosis proviene del griego neckros que significa cadaver y usualmente
es empleado para describir la muerte celular no regulada y descontrolada producto
de una lesion que afecta un gran numero de células. Morfolégicamente, la necrosis
es caracterizada por la vacuolizacion del citoplasma, el rompimiento de la membrana
plasmatica y la induccién de inflamacién alrededor de células periféricas provocando
la muerte descontrolada en células adyacentes; los receptores TNFR, FasR, TRAILR
se han observado durante este fendmeno (Edinger y Thompson, 2004). Durante la
necrosis, la célula libera enzimas lisosomales, que empiezan por fragmentar el
nacleo (cariorrexis) y pérdida progresiva del material nuclear (caridlisis) (Kanduc et
al., 2002).

El término autofagia proviene del griego autos que significa por si mismo y phagos
que significa comer vy literalmente significa auto comerse por si mismo. La autofagia
es estimulada por la ausencia de energia, y se caracteriza morfoldgicamente por la
vacuolizacibn del citoplasma, pérdida de condensacibn de la cromatina,
bioguimicamente se caracteriza por el secuestro de proteinas y organelos como la
mitocondria, degradados como una fuente de energia; no involucra la activaciéon y

accion de caspasas (Kanduc et al., 2002) (Cuadro 2).

La necrosis también se ha propuesto que puede ser un proceso regulado y
controlado, a este tipo de muerte celular se ha definido como necroptosis, aunque el
mecanismo aun es desconocido, se ha descrito que la necroptosis combina
caracteristicas de la apoptosis y la necrosis, es iniciada por la uniéon de un ligando de
muerte (TNRa) a su receptor correspondiente (TNFR), incrementando el numero de
receptores en la membrana plasmatica, durante este fendmeno se ha observado la
participacion de la RIP1, RIP3, la inhibicibn de las caspasas, permeabilidad de
complejo del poro de transicion de la membrana, produccion de ERO,
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permeabilizacion de la membrana lisosomal (Kroemer et al., 2009; Vandenabeele et

al., 2011).

Cuadro 2. Tipos de muerte celular y sus caracteristicas morfologicas modificado de

(Kroemer et al., 2009).

Tipo de Muerte Celular

Caracteristicas morfologicas

Apoptosis

Autofagia

Cornificacion

Necrosis

Reduccion del volumen celular y nuclear (picnosis)
Fragmentacion Nuclear (cariorrexis)

Formacion de burbujas en la membrana

Pérdida de adhesion con células periféricas

Formacion de cuerpos apoptoticos

Modificaciones menores de los organelos en el citoplasma

Pérdida de la condensacion de la cromatina
Vacuolizaciébn masiva del citoplasma
Acumulacion de vacuolas autofagicas

Eliminacién de organelos citosélicos
Modificacion de la membrana plasmatica
Extrusion de lipidos en el espacio extracelular
Pérdida de corneocitos

Hinchazoén del citoplasma

Ruptura de la membrana plasmatica
Hinchazon de los organelos del citoplasma
Condensaciéon moderada de la cromatina
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4. ANTECEDENTES

4.1 Las caspasas y su relacién con los espermatozoides de humanos

Los primeros estudios que describieron caracteristicas de la apoptosis en las células
germinales testiculares y en los espermatozoides eyeculados datan a finales de los
afios 90 (Blanco-Rodriguez y Martinez-Garcia, 1999; Sinha-Hikim y Swerdloff, 1999;
Sakkas et al., 1999; Sinha-Hikim et al., 1998). Los marcadores de apoptosis que se
han utilizado en células somaticas, también se han usado en los espermatozoides de
hombres y de otros mamiferos no humanos, entre los cuales se incluyen: la
expresion de los genes Bax, Bcl-2, Fas (Cayli et al., 2004, el cambio en el potencial
de la membrana mitocondrial (Marchetti et al., 2002), las caspasas activas
(Grunewald et al., 2005; Morales et al., 2012; Paasch et al., 2004; Pichardo et al.,
2010; Weng et al., 2002) y la condensaciéon de la cromatina y la fragmentacion de
ADN (Sakkas et al., 2002).

Las caspasas 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 y 10 se han detectado en los espermatozoides vivos
eyaculados de hombres fértiles e infértiles y en otros mamiferos (Sakkas et al., 2000;
Zalata et al., 2011). En la literatura no se ha documentado la funcion de las caspasas
en los espermatozoides (Taylor et al., 2004); aunque algunos autores sugirieron que
los eventos de la apoptosis en los espermatozoides eyaculados de seres humanos
podria corresponder a una de las vias de activacion de las caspasas, como sucede

en células somaticas (Marchetti y Marchetti, 2009).

Estos mismos autores (2007) sugirieron que el marcaje de las caspasas en los
espermatozoides puede contribuir al diagnostico de la condicion de fertilidad del
macho, que puede tener un valor predictivo durante la fertilizacién en condiciones in

vivo 0 in vitro, que puede ser considerado como indicadores de dafio en los
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espermatozoide inducido por ambientes toxicos 0 manipulacién del semen y que su

ausencia podria contribuir al éxito de la fertilizacion.

A pesar de que se desconoce la funcion de las caspasas activas en los
espermatozoides, su presencia se ha correlacionado con algunos indicadores de la
calidad espermatica, por ejemplo, hombres diagnosticados con infertilidad primaria y
con movilidad espermética baja, presentan mayor porcentaje de espermatozoides
gue expresan la caspasa 3 activa con respecto a hombres diagnosticados como
fértiles y con movilidad espermética baja; en este estudio, la caspasa activa se
localiz6 particularmente en la pieza media en espermatozoides normales y en

espermatozoides anormales (Weng et al., 2002).

Por su parte, Kotwicka (2008) reportd que la caspasa 3 activa se correlaciona
negativamente con la movilidad espermética; ella observé que cuando se separa el
eyaculado en alicuotas sin algun tratamiento o alicuotas de semen con movilidad
espermatica alta; el porcentaje de los espermatozoides que expresan las caspasas 3
y 7 activas con movilidad alta disminuye con respecto al porcentaje de los
espermatozoides que expresan la caspasa 3 activa de alicuotas de semen neto. Por
otro lado, los pacientes (espermiograma anormal) presentaron mayor porcentaje de
espermatozoides con caspasa 3 activa con respecto a los donadores (Marchetti et
al., 2004, Taylor et al., 2004).

También se ha observado que la calidad espermatica esta relacionada con la
condicion de salud, por ejemplo, los hombres diagnosticados con varicocele y con
oligoastenoteratozoospermia presentan mayor porcentaje de espermatozoides que
expresa caspasa 9 activa comparado con hombres saludables y con
oligoastenoteratozoospermia (Zalata et al., 2011). La presencia de la caspasa 3
activa en los espermatozoides también se han relacionado con hombres que tienen

diabetes tipo 1 y tipo 2 (Ressner et al., 2012).
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En especies de interés pecuario la presencia de las caspasas activas se ha utilizado
como indicadores de la calidad espermatica. Por ejemplo, los espermatozoides de
borrego con movilidad alta que fueron separados por “swim-up” presentan un
porcentaje mayor de espermatozoides que expresan las caspasas 3 y 7 activas con
respecto a los espermatozoides con movilidad baja (Pichardo et al., 2010). Sin
embargo, en los espermatozoides de hombres se observé lo contrario (Almeida et al.,
2005).

El manejo de las muestras de semen se ha relacionado con el incremento en la
expresion de caspasas activas en los espermatozoides muestras espermaticas. Se
ha descrito que la incubacion de muestras espermaticas de borrego después de una
hora, el porcentaje de los espermatozoides que expresan las caspasas 3 y 7 activas

se incrementa a temperatura ambiente (Garcia et al., 2012).

El uso de gradientes de Percoll, en muestras espermaticas de caballo incrementan el
porcentaje de los espermatozoides que expresan la caspasa 3 activa en
subpoblaciones de baja densidad con respecto a las subpoblaciones de alta
densidad respectivamente (Brum et al., 2008). En el cuadro tres se muestra las
principales especies donde se ha evaluado la expresion de las caspasas activas en
los espermatozoides mediante por substratos fluorogénicos y evaluados en CF y/o
MF.

Cuadro 3. Expresion de caspasas activas en los espermatozoides de especies de
interés pecuario.

Referencia/Afio Especie Caspasa Efecto o condicion

Existen diferencias en los porcentajes
de los espermatozoides que expresan la
caspasa 3 entre los individuos de la
misma especie.

Anzar et al.,2002 Bovinos 3
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La criopreservacion incrementa el
porcentaje de los espermatozoides que
expresan la caspasa 3

Brum et al., 2008 Equinos 3

El choque térmico incrementa el
porcentaje de los espermatozoides que

Marti et al., 2008 3 expresan la caspasa 3. Las caspasas 3
se localizaron en la region apical,
equatorial, post-acrosomal y en el
flagelo mediante inmunotinciéon

Existen diferencias en los porcentajes
Ovinos de los espermatozoides que expresan la
caspasa 3 y 7 entre los eyaculados de

Pichardo et al., un mismo individuo. Las caspasas se

2010 3y 7 localizaron en la pieza principal, en la
pieza media, en la fosa de implantacion,
en la regién post-acrosomal.

La incubacién de semen a temperatura

Garcia et al., 2012 3y7 ambiente incrementa los porcentajes de

los espermatozoides que expresan la
caspasa3y7

La subpoblacibn espermatica que

Morales et al., 2012 Porcinos 3y 7  presentd mayor movilidad esperméatica
tiene un porcentaje mayor de los
espermatozoides que expresan las
caspasas 3y 7 activas.

4.2 Las caspasas activas en los espermatozoides y su relacién con la
fertilizacion
Algunos autores sugieren que las caspasas activas podria tener una relacién directa
con la fertilizacion (Taylor et al., 2004). En este sentido, se ha observado que los
espermatozoides de hombres sanos que expresan la caspasa 3 activa en muestras

separadas de acuerdo a la movilidad, el porcentaje de los espermatozoides que
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expresaron la caspasa 3 activa se correlaciona negativamente con la tasa de
fertilizacion in vitro (Marchetti et al., 2004). También se ha observado que el
porcentaje de espermatozoides que expresan la caspasa 3 activa se correlaciona
negativamente con la tasa de penetracion en el ovocito mediante la prueba de

penetracion de un ovocito de hamster libre de zona (Grunewald et al., 2007).

4.3 Papel no apoptotico de la caspasa 3 en las células somaticas

Actualmente, existe evidencia de que la caspasas 3 participa en procesos no letales,
se ha observado que la inhibicion de la caspasa 3 de forma quimica o del
silenciamiento del gen que expresa la caspasa 3, detiene la diferenciacion de las
células precursoras de eritroides (Galluzi et al., 2012). Del mismo mod se ha
observado que la caspasa 3 participa en la memoria, en la plasticidad de las
neuronas y en alteraciones morfologicas en el cerebro (D'Amelio et al., 2010). Asi
mismo, se ha documentado que la caspasa 3 activa participa en la diferenciacion de
la linea celular cancerigena derivada de células mieléginas crénicas (K562) a células
eritroides (Sztiller-Sirkorska et al., 2009).

Se ha reportado que la caspasa 3 participa en la diferenciacion de las espermatidas
de la mosca Drosophila Melanogaster en un proceso denominado “individualizacién”;
la caspasa 3 es la responsable de separar los compartimientos citoplasmaticos que
culminan con la separacién y diferenciacion de los espermatozoides (Arama et al.,
2003).
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5. Hipotesis

Si FLICA y NucView marcan lo mismo utilizando una estrategia diferente, entonces,
esperamos que el porcentaje de los espermatozoides que expresan las caspasas 3y
7 activas no difiera significativamente cuando las muestras esperméticas sean
sometidas a la induccién de apoptosis (IMQ) o inhibicion no fluorescente (zDEVD-

fmk) de las caspasas.
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6. Justificacion

La infertilidad masculina es una condicién que afecta a humanos y a otras especies.
En la literatura se ha documentado que los espermatozoides presentan caspasas
activas, aunque su funcion es aun desconocida, existe la posibilidad de que las

caspasas activas estén relacionadas con la fertilizacion.
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7. Objetivos

7.1 General

Investigar la diferencia en el marcaje in situ (FLICA) o ex situ (NucView) de las

caspasas 3y 7 activas en los espermatozoides de rata.

7.2 Especificos

Evaluar, mediante citometria de flujo, el marcaje de los espermatozoides de rata
cuando se utiliza FLICA, NucView o ambos

Evaluar, mediante citometria de flujo, los espermatozoides de rata cuando se utiliza
el inductor de apoptosis imiquimod (IMQ), el inhibidor de caspasas 3 y 7 activas

(zDEVD-fmk) o ambos y marcados con FLICA, NucView o ambos
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8. Material y Métodos

8.1 Disefo experimental

Disefio experimental

[ 7 Machos adultos con }

fertilidad comprobada

v

Muestras espermaticas

W/ \
+FLICA +NucView +FLICA
+NucView
+Imiquimod +Imiquimod +lmiquimod
+ FLICA +NucView +FLICA
+NucView
|
+zDEVD +zDEVD +zDEVD
+FLICA +NucView +FLICA
+NucView
+zDEVD +zDEVD +zDEVD
+Imiquimod +Imiquimod +Imiquimod
+FLICA +FLICA +FLICA
+NucView

Figura 8. Diagrama de actividades del disefio experimental, cada cuadro en color

azul representa un tratamiento independiente




8.2 Material Bioldgico

7 ratas macho (ClI-ZV) de 90 dias de edad, sexualmente maduros y con fertilidad
comprobada, fueron separados y mantenidos bajo condiciones controladas de luz
(luz desde las 5:00 am hasta las 19:00 pm) y una temperatura controlada (22+2 °C).
Los animales fueron colocados en cajas de acrilico bajo condiciones nutrimentales
estandares (Purina, S.A., México) y agua ad libitum en el bioterio de la Facultad de

Estudios Superiores Zaragoza de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

8.3 Procedimiento para extraccion de las muestras espermaticas

Las ratas se sacrificaron en una camara de éter. Se realizaron los cortes necesarios
para extraer los conductos deferentes. Los conductos deferentes fueron exprimidos
con unas pinzas de relojero. La muestra espermatica obtenida se diluy6é en un tubo
eppendorff precalentado a 37°C con 1mL de buffer Tyrodes (Sigma, St. Louis, Mo,
USA). Las muestras espermaticas se homogeniz6 complemente e incubaré a 37°C
por 15 minutos. Las muestras esperméticas fueron separadas en alicuotas para

analisis posteriores.
8.4 Deteccibdn de las caspasas 3y 7 activas

8.4.1 FLICA

La actividad de las caspasas 3 0 7 activas se marcaron in situ con el reactivo SR-
DEVD-FMK, de nombre comercial FLICA (Image-iT LIVE red caspase 3/7, Molecular
Probes, Oregon, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente,
FLICA 150X stock fue diluida con dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion final
de 37.5X. Una alicuota de 14.5 yL de semen se incubd con 0.5 pL del reactivo SR-

DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45 minutos.

Para demostrar la especificidad de FLICA se realizaron los siguientes controles: el
control positivo, conformado con la muestra espermatica mas imiquimod (Sigma, St.
Louis, MO, USA) a una concentracion final de 1 uM durante 20 minutos, después la

alicuota fue procesada para detectar caspasas activas. El control negativo,
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conformado con muestra espermatica mas 0.5 pL con el inhibidor zDEVD-fmk
(Sigma, St. Loius, MO. USA) por 20 minutos; el cual es un inhibidor permeable de la
membrana. El inhibidor fue diluido en DMSO y se agregd a las muestras a una
concentracion final de 40 umol/L, es permeable a la membrana y bloquea el sitio

activo de las caspasas 3, 6, 7, 8 10 activas.

8.4.2 NucView

Las caspasas 3 o 7 activas se marcaron con el reactivo NucView 488 (Caspase-3
sustrate for live cells, Biotium,Inc. Hayward, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Una alicuota de 50 yL de semen se incub6 con 0.5 uL del reactivo
NucView 488 a una concentracion final 1 uM por 30 minutos a temperatura ambiente.
Para demostrar la especificidad de NucView se realizaron los siguientes controles: el
control positivo fue por la incubacion de la muestra espermatica con Imiquidod a una
concentracion final de 1 uM durante 20 minutos y la muestra fue evaluada. El control
negativo, alicuotas con muestra espermatica fresca fueron incubadas con 0.5 pL con
el inhibidor zDEVD-fmk por 20 minutos.

8.4.3 FLICA maéas NucView

Una alicuota de 14.5 pL de semen se incub6 con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a
temperatura ambiente por 45 minutos, en el minuto 15 de la incubacién de FLICA se
adicion6 0.5 pL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente,
después la muestra fue procesada para detectar las caspasas activas. Para
demostrar la especificidad de FLICA mas NucView se realizaron los siguientes
controles: el control positivo fue por la incubacion de la muestra espermatica con
Imiquimod a la concentracion final de 1 uM durante 20 minutos y la muestra fue
procesada. El control negativo, alicuotas con muestra espermatica fresca fueron

incubadas con 0.5 pL con el inhibidor zDEVD-fmk por 20 minutos.
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8.4.4 Espermatozoides de rata tratados con IMQ+FLICA,
zDEVD+FLICA, zDEVD+IMQ+FLICA

Tratamientos a cuatro alicuotas con muestra espermética. La primera alicuota de
14.5 pL de semen se incub6 con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura
ambiente por 45 minutos, finalmente la muestra fue procesada para detectar las
caspasas activas. La segunda alicuota de 14.5 pL de semen fue incubada con
Imiquimod a la concentracién final de 1 uM durante 20 minutos, se incub6 con 0.5 pL
del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45 minutos, finalmente la
muestra fue procesada para detectar las caspasas activas. La tercera alicuota de
145 pyL de semen fue incubada con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una
concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, se incubd
con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45 minutos,
posteriormente fue procesada para detectar las caspasas activas. La cuarta alicuota
de 14.5 pL de semen fue incubada con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una
concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, se incubd
con imiquimod a una concentracion final de 1 uM durante 20 minutos, se incubd con
0.5 L del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45 minutos, finalmente

la muestra fue procesada para detectar las caspasas activas.

8.4.5 Espermatozoides de rata tratados con IMQ+NucView,
zDEVD+NucView y zDEVD+IMQ+NucView

Tratamiento a cuatro alicuotas con muestra espermatica. La primera alicuota de 50
UL de semen se incubdé con 0.5 pL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a
temperatura ambiente, la muestra fue procesada para detectar las caspasas activas.
La segunda alicuota de 50 puL de semen fue incubada con Imiquimod a una
concentracion final de 1 uM durante 20 minutos, se incubd con 0.5 pL del reactivo
NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, la muestra fue procesada para
detectar caspasas activas. La tercera alicuota de 50 puL de semen fue incubada con

incubadas con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una concentracion final de 40
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pumol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, después se incubd con 0.5 L del
reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, después fue
procesada para detectar las caspasas activas. La cuarta alicuota de 50 pL de semen
fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una concentracion
final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, después fue incubada con
imiguimod a una concentracion final de 1 uM durante 20 minutos, se incub6 con 0.5
uL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, finalmente la

muestra fue procesada para detectar las caspasas activas.

8.4.6 Espermatozoides de rata tratados con IMQ+FLICA+NucView,
zDEVD+FLICA+NucView y zDEVD+IMQ+FLICA+NucView

Tratamiento a cuatro alicuotas espermaticas. La primera alicuota de 14.5 pL de
semen se incubo con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por
45 minutos, en el minuto 15 de la incubacién de FLICA se adicion6 0.5 uL del
reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, la muestra fue
procesada para detectar las caspasas activas. La segunda alicuota de 14.5 uL de
semen fue incubada con Imiquimod a una concentracion final de 1 uM durante 20
minutos, después se incubdé con 0.5 uL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura
ambiente por 45 minutos, en el minuto 15 de la incubacion de FLICA se adiciond 0.5
uL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, la muestra fue
procesada para detectar las caspasas activas. La tercera alicuota de 14.5 pL de
semen fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una
concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, después se
incub6 con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45
minutos, en el minuto 15 de la incubacion de FLICA se adicion6 0.5 pL del reactivo
NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, después la muestra fue
procesada para detectar las caspasas activas. La cuarta alicuota de 14.5 uL de
semen fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una

concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, después
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fue incubada con Imiquimod a una concentracion final de 1 uM durante 20 minutos,
después se incubd con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente
por 45 minutos, en el minuto 15 de la incubacion de FLICA se adicion6 0.5 pL del
reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, después la muestra

fue procesada para detectar las caspasas activas.

8.4.7 Espermatozoides de rata tratados con IMQ+FLICA,
IMQ+NucView, IMQ+FLICA+NucView

Tratamiento a tres alicuotas con muestra esperméatica. La primera alicuota de 14.5
puL de semen fue incubada con Imiguimod a una concentracion final de 1 uM durante
20 minutos, después se incubd con 0.5 L del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura
ambiente por 45 minutos, después la muestra fue procesada para detectar las
caspasas activas. La segunda alicuota de 50 pL de semen fue incubada con
Imiquimod a una concentracion final de 1 uM durante 20 minutos, después se incubo
con 0.5 pL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente,
después la muestra fue procesada para detectar caspasas activas. La tercera
alicuota de 14.5 pL de semen fue incubada con Imiquimod a una concentracion final
de 1 uM durante 20 minutos, después se incub6 con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-
fmk a temperatura ambiente por 45 minutos, en el minuto 15 de la incubacion de
FLICA se adicion6 0.5 pL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura

ambiente, después la muestra fue procesada para detectar las caspasas activas.

8.4.8 Espermatozoides de rata tratados con zDEVD+FLICA,
zDEVD+NucView y zDEVD+FLICA+NucView

Tratamiento a tres alicuotas con muestra esperméatica. La primera alicuota de 14.5
uL de semen fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una
concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, después se
incubé con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45

minutos, después fue procesada para detectar las caspasas activas. La segunda
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alicuota de 50 pL de semen fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor
zDEVD-fmk a una concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20
minutos, se incubd con 0.5 pL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a
temperatura ambiente, se procesO para detectar las caspasas activas. La tercera
alicuota de 14.5 pL de semen fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor
zDEVD-fmk a una concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20
minutos, se incubo6 con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente
por 45 minutos, en el minuto 15 de la incubacion de FLICA se adicion6é 0.5 pL del
reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, después la muestra

fue procesada para detectar las caspasas activas.

8.4.9 Espermatozoides de rata tratados con zDEVD+IMQ+FLICA,
zDEVD+IMQ+NucView y zDEVD+IMQ+FLICA+NucView

Tratamiento a tres alicuotas con muestra espermatica. La primera alicuota de 14.5
uL de semen fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una
concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, se incubd
con Imiquimod a una concentracion final de 1 pM durante 20 minutos, se incubd con
0.5 uL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45 minutos, después
fue procesada para detectar las caspasas activas. La segunda alicuota de 50 uL de
semen fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una
concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, se incubd
con imiquimod a una concentracion final de 1 uM durante 20 minutos, se incubd con
0.5 pL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, después
fue procesada para detectar las caspasas activas. La tercera alicuota de 14.5 uL de
semen fue incubada con incubadas con 0.5 pL del inhibidor zDEVD-fmk a una
concentracion final de 40 umol/L a temperatura ambiente por 20 minutos, se incubd6
con Imiquimod a una concentracion final de 1 uM durante 20 minutos, posteriormente
se incub6 con 0.5 pL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45

minutos, en el minuto 15 de la incubacion de FLICA se adicion6 0.5 pL del reactivo
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NucView 488 por 30 minutos a temperatura ambiente, después se procesO para

detectar las caspasas activas.

8.5 Cuantificacion de los espermatozoides de rata con caspasas

activas 3y 7 por citometria de flujo

La deteccion de los espermatozoides positivos a caspasas 3 y 7 activas marcados
con FLICA o NucView o ambos se evalu6é mediante un citometro de Flujo FACAria I
(Becton Dickson Inmunocytometry BD BioSciences, San José, CA, USA) equipado
con multiples laseres, y fotodectores que tienen capacidad directa para evaluar los
pardmetros de luz directa (forward ligth scatter) y luz lateral (side ligth scatter) en el
laboratorio de citometria de flujo en Area de Estudios Multidisciplinarios de la FES
Zaragoza, UNAM. Los datos de 10,000 eventos se colectaron en el software (BD
FACSDiva Versién 6.0, BD BioSciences, San José California, USA). Los datos se
analizaron con el software WintList 3.2 (Verity Software House Inc. Topsham, Maine,
USA) en una computadora con sistema operativo Windows XP. La informacion
recolectada del citometro de flujo fue reportada de acuerdo a Lee et al., (2008)

(cuadro 4).

8.6 Observacién de los espermatozoides de rata marcados con FLICA

o NucView o ambos por microscopia de fluorescencia

Tratamiento a tres alicuotas con muestra esperméatica. Una alicuota no fue incubada
con FLICA o NucView o Ambos. La segunda alicuota de 14.5 pL se incub6 con 0.5
uL del reactivo SR-DEVD-fmk a temperatura ambiente por 45 minutos, después fue
procesada para detectar las caspasas activas. La tercera alicuota de 50 pL de semen
se incub6 con 0.5 pL del reactivo NucView 488 por 30 minutos a temperatura
ambiente. Las micrografias fueron obtenidas del Microscopio de epifluorescencia
Nikon Eclipse E400 (Tochigi, Japén) con el cubo de filtro para FICT y Texas Red
conectada a una camara CCD y capturadas con el software Nis Elements (Nikon
version 2.0, Kawasaki, Japan) a 40 y 100 aumentos en una computadora con

sistema operativo Windows XP.
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Cuadro 4. Informacién minima en un trabajo de Citometria de Flujo de acuerdo a Lee et al.,

2008.

Informacion minima para un trabajo experimental de Citometria de Flujo

Experimento

Muestra/
Espécimen

Analisis de datos

Detalles del
instrumento

Propésito: Investigar si existe discrepancia entre los marcadores FLICA o
NucView

Variables del experimento: FLICA, NucView o ambos, IMQ, zDEVD,
zZzDEVD+IMQ

Control: muestra sin FLICA o NucView o ambos

Material: 7 ratas macho adultas (ClI-ZV) con fertilidad comprobada

Lugar: Laboratorio citometria de flujo, FES Zaragoza, UNAM

Tratamientos: FLICA, IMQ+FLICA, zDEVD+FLICA, zDEVD+IMQ+FLICA,
NucView, IMQ+NucView, zDEVD+NucView, zDEVD+IMQ+NucView.
FLICA+NucView, IMQ+FLICA+NucView, zDEVD+FLICA+NucView,
zDEVD+IMQ+FLICA+NucView.

Reactivo/Andlisis/Deteccién: SR-DEVD-fmk, DEVD-ADN, zDEVD-fmk, IMQ.
FLICA 530-560 ex/em; NucView 488-520 ex/em.

Datos: Porcentajes de espermatozoides que expresaron las caspasas 3y 7
Compensacién: FICT/PE-Texas-RED, sobrelapamiento del umbral 61.11
Voltaje: FSC 632; SSC 526; FICT 466; Texas-Red 542

Estadistica descriptiva: Prueba de ANOVA de una via, post hoc de Tukey

Identificacién del instrumento: FACS ARIA I

Configuracién de fluidos: Reserva de Fluidos 10 Its., contenedores limpiado y
desechos, contenedores autolavables, Fluido FACSflow, Velocidad de flujo 3.0,
Fluidos para lavado FACS Clean, FACS Rinse, etanol.

Configuracion 6ptica: Plataforma 6ptica ensablada para lasers.

Laser clase lllb para tamafio y complejidad, espejo eliptico, amplificacion 6ptica,
emparejamiento éptico, lente fluorescente para fluorescencia, apertura 1.2 filtros,
detector de luz delantera, fotodiodo con un filtro de paso de banda de 488/10,
fotomultiplicador de 488/10 filtro paso de banda y detectores fluorescentes,
deteccién de 5 longitudes de onda con un laser de 488 nm: 515-545 nm FITC;
564-606 nm or 563-589 nm PE; 600—620 nm PE-Texas Red; 675-715 nm or
665-685 nm PE-Cy5 or PerCP or Pl 750-810 nm PE-Cy7, deteccién de 2
longitudes de onda con un laser de 633-nm: 650-670nm APC; 750-810 nm
APC-Cy7. Deteccion de 2 longitudes de onda con un laser de 407-nm: 515-545
nm Alexa Fluor 430/Am y Cyan 430—-470 nm Pacific Blue o DAPI or Hoechst.
Configuracién electrénica: PC con al menos Pentium 4 con 3.0 GHz o
posterior, 2 GB RAM, discos duros de 40 GB y 160 GB, 16x DVD +/- RW, de
doble capa, Networking 10/100/1000 Ethernet, FireWire, 2 Monitores 19-
pulgadas LCD, 2560 x 1024 resolucion (estdndar), impresora de inyeccion a
color, archivos Flow Cytometry Standard (FCS) versién 2.0, Software BD
FACSDiva TM software for the BD FACSAria cell sorter y WintList 3.2
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9. Estadistica

Para todos los resultados la prueba de Kolmogorov-Smirnov se us6 para determinar
la normalidad. Los porcentajes de los espermatozoides que expresaron caspasas 3y
7 activas se compararon mediante un analisis de varianza de una via, considerando
el tipo de marcaje como factor. Como prueba post hoc se utilizd Tukey. Los
resultados se consideraron significativos cuando p<0.05. Todos los datos fueron
analizados con el software R 2.15 (R Core Team, 2013) en una PC con el OS Fedora

20 KDE.
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10. Resultados

10.1 Marcaje individual de las caspasas 3y 7 activas en los

espermatozoides de rata por FLICA o NucView

El marcaje de caspasas 3 y 7 activas en los espermatozoides de rata fue realizado
con los reactivos NucView o FLICA. En la figura 9 se muestran los histogramas
representativos de la incubacion de las alicuotas que no fueron marcadas con FLICA
o NucView, nombradas como control y alicuotas esperméticas tratadas con el
inductor de apoptosis imiquimod (IMQ), el inhibidor (zDEVD-fmk), el inhibidor més el
inductor (zDEVD.IMQ) y marcadas con el reactivo de FLICA (A) o NucView (B). El eje
de la “X” muestra la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias logaritmicas,
el eje de la “Y” muestra el numero de espermatozoides. En el control, se observa un
histograma cercano al origen del plano, cuando el reactivo de FLICA o NucView fue
adicionado el histograma se recorrié hacia la derecha, mostrando dos picos, una
poblacién no marcada y una poblacion marcada. Cuando se adiciono el reactivo IMQ
a las muestras y se marcaron con FLICA o NucView el histograma se desplazé a la
derecha de las muestras incubadas con FLICA o NucView. Cuando se utiliz6 el
inhibidor zDEVD—fmk, y se marcaron las muestras con FLICA o NucView, se observo
una reduccion de la intensidad de fluorescencia. Se utilizo el inhibidor mas el inductor
con la finalidad de activar las caspasas inactivas en los espermatozoides que no

habian expresado las caspasas 3y 7.
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Figura 9. Histogramas representativos de los espermatozoides que expresaron las caspasas 3 y 7 activas marcados con
FLICA (A) y NucView (B). Alicuotas incubadas con FLICA: control (muestra sin fluorescencia), control positivo (muestra mas
imiquimod mas FLICA), control negativo (muestra més inhibidor zDEVD-fmk mas imiquimod mas FLICA). El inhibidor zDEVD-
fmk se agregd 20 minutos antes de imiquimod, después se adicion6 FLICA. Alicuotas incubadas con NucView: control
(muestra sin fluorescencia), NucView (muestra mas NucView), control positivo (muestra mas imiquimod mas NucView), control
negativo (muestra mas inhibidor zDEVD-fmk mas imiquimod mas NucView). IMQ, imiquimod. El eje de la “X” muestra la
intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias logaritmicas, el eje de la “Y” muestra el numero de

espermatozoides.



10.2 Marcaje de las caspasas 3y 7 activas en los espermatozoides de
rata por FLICA més NucView.

El marcaje de los espermatozoides que expresaron las caspasas 3 y 7 activas fue
realizado con FLICA mas NucView, al que nos referimos en adelante como “Dual”, se
identificaron cuatro subpoblaciones (B): 1) espermatozoides que son reconocidos por
NucView en color verde, (NucView+/FLICA-), 2) espermatozoides que son
reconocidos por NucView y FLICA en color amarillo (NucView+/FLICA+), 3)
espermatozoides que no fueron reconocidos por NucView o FLICA en color negro
(NucView-/FLICA-), 4) espermatozoides que son reconocidos por FLICA en color rojo
(NucView-/FLICA+). En la figura 10 se muestran los citogramas representativos de
muestras sin fluorescencia (A) y muestras espermaticas incubadas con FLICA mas
NucView (B), adicionalmente se observan las muestras espermaticas que solo fueron

marcadas con FLICA (C) o marcadas con NucView (D).
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Figura 10. Citogramas representativos de los espermatozoides que expresaron las caspasas
3 y 7 activas de las muestras evaluadas con FLICA mas NucView (B), comparadas con la
muestra sin fluorescencia (A) y con las muestras de FLICA (C) y NucView (D). Los puntos en
color negro representan los espermatozoides que no presentan fluorescencia NucView-
/FLICA-, los puntos en color verde representan los espermatozoides NucView+/FLICA-, los
puntos en color amarillo representas los espermatozoides NucView+/FLICA+, los puntos en
color rojo representan los espermatozoides NucView-/FLICA+.
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10.3 Distribucién de los porcentajes de los espermatozoides de rata
gue expresaron caspasas 3y 7 activas con FLICA, NucView o ambos.

Los porcentajes de los espermatozoides que expresan las caspasas 3 y 7 marcadas
con FLICA o NucView no se modifican significativamente en las alicuotas evaluadas.
Sin embargo, el porcentaje de los espermatozoides marcados con FLICA o NucView
es mayor y difiere significativamente del porcentaje de los espermatozoides con

marcaje dual (Figura 11).
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Figura 11. Distribuciéon de los porcentajes de los espermatozoides que expresaron las
caspasas 3y 7 activas in situ 0 ex situ 0 ambos. El asterisco sobre la linea indica diferencias
significativas (P<0.05). Las cajas representan el 75% de las observaciones, de la parte
inferior de la caja al cuadrado negro representa el cuartil 1, la linea dentro de la caja
representa la mediana o cuartil 2, la parte superior de la caja representa el cuartil 3, las
lineas que salen de las cajas representan el valor maximo y minimo.
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10.4 Distribucién de los porcentajes de los espermatozoides de rata
gue expresaron caspasas 3y 7 activas con FLICA y sus diferentes

tratamientos

El porcentaje de los espermatozoides que expresaron las caspasas 3 y 7 activas
marcados con FLICA es menor y difiere significativamente del porcentaje de los
espermatozoides marcados con IMQ+FLICA. Pero el porcentaje de los
espermatozoides marcados con FLICA es mayor y con significancia de los
espermatozoides marcados con zDEVD+FLICA. También se observdé que el
porcentaje de espermatozoides marcados con IMQ+FLICA es mayor y difiere
significativamente del porcentaje de espermatozoides marcados con zDEVD+FLICA
(Figura 12).
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Figura 12. Distribuciéon de los porcentajes de los espermatozoides que expresaron las
caspasas 3 y 7 activas in situ. El asterisco sobre la linea indica diferencias significativas
(P<0.05). Las cajas representan el 75% de las observaciones, de la parte inferior de la caja
al cuadrado negro representa el cuartil 1, la linea dentro de la caja representa la mediana o
cuartil 2, la parte superior de la caja representa el cuartil 3, las lineas que salen de las cajas
representan el valor maximo y minimo.
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10.5 Distribucién de los porcentajes de los espermatozoides de rata
gue expresaron caspasas 3y 7 activas con NucView y sus diferentes

tratamientos

El porcentaje de los espermatozoides que expresaron las caspasas 3 y 7 activas
marcados con NucView es menor y difiere significativamente del porcentaje de los

espermatozoides marcados con IMQ+NucView (Figura 13).
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Figura 13. Distribucién de los porcentajes de los espermatozoides que expresaron las
caspasas 3 y 7 activas ex situ. El asterisco sobre la linea indica diferencias significativas
(P<0.05). Las cajas representan el 75% de las observaciones, de la parte inferior de la caja
al cuadrado negro representa el cuartil 1, el cuadrado negro representa la mediana o cuartil
2, del cuadrado negro a la parte superior de la caja representa el cuartil 3, las lineas que
salen de las cajas representan el valor maximo y minimo.
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10.6 Distribucién de los porcentajes de los espermatozoides de rata
que expresaron caspasas 3y 7 activas con FLICA+NucView y sus

diferentes tratamientos

El porcentaje de los espermatozoides que expresaron las caspasas 3 y 7 activas
marcados con FLICA+NucView (Dual) es menor y difiere significativamente del
porcentaje de los espermatozoides marcados con IMQ+Dual, del porcentaje de los
espermatozoides marcados con zDEVD+Dual, del porcentaje de los
espermatozoides marcados con zDEVD+IMQ+Dual. También se observo que el
porcentaje de los espermatozoides marcados con IMQ+Dual es mayor y difiere
significativamente del porcentaje de los espermatozoides marcados con
zDEVD+Dual (Figura 14).
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Figura 14. Distribuciéon de los porcentajes de los espermatozoides que expresaron las
caspasas 3 y 7 activas en un marcaje dual. El asterisco sobre la linea indica diferencias
significativas (P<0.05). Las cajas representan el 75% de las observaciones, de la parte
inferior de la caja al cuadrado negro representa el cuartil 1, la linea dentro de la caja
representa la mediana o cuartil 2, la parte superior de la caja representa el cuartil 3, las
lineas que salen de las cajas representan el valor maximo y minimo.
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10.7 Distribucién de los porcentajes de los espermatozoides de rata
gue expresaron caspasas 3y 7 activas con IMQ+FLICA, IMQ+NucView e
IMQ+FLICA+NucView

La intensidad de fluorescencia de NucView o FLICA fue mas alta cuando se adicion6
IMQ con respecto al resto de los tratamientos. El porcentaje de los espermatozoides
que expresaron las caspasas 3 y 7 activas y marcadas con IMQ+FLICA e
IMQ+NucView no difieren significativamente, pero ambos presentaron un porcentaje
mayor y con significancia del porcentaje de los espermatozoides que expresaron las
caspasas 3y 7 IMQ+Dual (Figura 15).
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Figura 15. Distribuciéon de los porcentajes de los espermatozoides que expresaron las
caspasas 3 y 7 activas incubadas con IMQ. El asterisco sobre la linea indica diferencias
significativas (P<0.05). Las cajas representan el 75% de las observaciones, de la parte
inferior de la caja al cuadrado negro representa el cuartil 1, la linea dentro de la caja
representa la mediana o cuartil 2, la parte superior de la caja representa el cuartil 3, las
lineas que salen de las cajas representan el valor maximo y minimo.
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10.8 Distribucién de los porcentajes de los espermatozoides de rata
que expresaron caspasas 3 y 7 activas con zDEVD+FLICA,
zDEVD+NucView, zDEVD+FLICA+NucView

El inhibidor zDEVD-fmk fue usado como bloqueador del sitio activo de las caspasas 3
y 7 activas. El porcentaje de los espermatozoides marcados con zDEVD mas FLICA
difiere significativamente del porcentaje de los espermatozoides marcados con
zDEVD mas NucView, mientras que el porcentaje de los espermatozoides marcados
con el inhibidor zDEVD mas NucView difiere significativamente del porcentaje de los
espermatozoides que expresaron las caspasas activas marcadas con zDEVD mas
FLICA+NucView (Figura 16).
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Figura 16. Distribucion de los porcentajes de los espermatozoides que expresaron las
caspasas 3 y 7 activas incubadas con el inhibidor zDEVD-fmk. El asterisco sobre la linea
indica diferencias significativas (P<0.05). Las cajas representan el 75% de las
observaciones, de la parte inferior de la caja al cuadrado negro representa el cuartil 1, el
cuadrado negro representa la mediana o cuartil 2, del cuadrado negro a la parte superior de
la caja representa el cuartil 3, las lineas que salen de las cajas representan el valor maximo y
minimo.
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10.9 Distribucién de los porcentajes de los espermatozoides de rata
que expresaron caspasas 3 y 7 activas con zDEVD+IMQ+FLICA,
zDEVD+IMQ+NucView y zDEVD+IMQ+FLICA+NucView

El reactivo zDEVD fue utilizado como bloqueador no fluorescente del sitio activo de
las caspasas 3 y 7, mientras que IMQ fue utilizado como inductor de caspasas
activas. El porcentaje de los espermatozoides marcados con zDEVD+IMQ+FLICA
presenta un porcentaje y con significancia con respecto al porcentaje de los
espermatozoides marcados con zDEVD+FLICA+NucView (Figura 17).
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Figura 17. Distribucidon de los porcentajes de los espermatozoides que expresaron las
caspasas 3 y 7 activas incubadas con el inhibidor zDEVD-fmk mas imiquimod. El asterisco
sobre la linea indica diferencias significativas (P<0.05). Las cajas representan el 75% de las
observaciones, de la parte inferior de la caja al cuadrado negro representa el cuartil 1, el
cuadrado negro representa la mediana o cuartil 2, del cuadrado negro a la parte superior de
la caja representa el cuartil 3, las lineas que salen de las cajas representan el valor maximo y
minimo.
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10.10 Detecciébn de las caspasas 3 y 7 activas en los
espermatozoides de rata marcados con FLICA o NucView por

microscopia de fluorescencia

La deteccion de las caspasas 3 y 7 activas en los espermatozoides de rata se
corroboré por microscopia de fluorescencia. En la figura 18 se muestran los
espermatozoides que no fueron marcados con NucView o FLICA (A y B),
espermatozoides que fueron positivos al reactivo de NucView (C y E) y
espermatozoides positivos a FLICA (Ey F).

En la figura 19, se corrobord la deteccién de las caspasas 3 y 7 activas en los
espermatozoides de rata marcados con FLICA+NucView. En la micrografia 20B se
observan varios espermatozoides marcados con FLICA, mientras que en la
micrografia 20C se observan espermatozoides marcados con NucView. Sin
embargo, en la micrografia 20B se muestra un espermatozoide que fue negativo a

FLICA pero fue positivo al reactivo de NucView (asterisco).
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Figura 18. Micrografias de los espermatozoides sin fluorescencia (a) campo claro, (b) campo
de fluorescencia.400X. Micrografias de los espermatozoides incubados con NucView (c)
campo claro, (d) campo de fluorescencia. 200X. Micrografias de los espermatozoides
incubados con FLICA (e) campo claro, (f) campo de fluorescencia (400X).
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Figura 19. Micrografias de espermatozoides incubados con FLICA y NucView, campo claro (A), mismo campo para
fluorescencia para FLICA (B), mismo campo para fluorescencia de NucView (C) y sobrelapamiento de las imagenes D (A, By
C) . El asterisco muestra un espermatozoide que es no es marcado por el reactivo de FLICA, pero es marcado por NucView
200X.



11. Discusioén

La activacion de las caspasas ejecutoras es una caracteristica bioquimica de la
apoptosis (Amstad et al., 2001), se ha asumido que la apoptosis es frecuentemente
considerada dependiente de caspasas, pero el Comité de Nomenclatura en la Muerte
Celular, NCCD (por sus siglas en inglés, Nomeclature Comitee on Cell Death)
propuso el reemplazo6 de la frase “porcentaje de apoptosis” por la frase “porcentaje
de células que expresan algun (os) aspecto (s) bioguimico (s) de la muerte celular”
(Kroemer y Martin, 2005). EI NCCD fue creado con la finalidad de unificar criterios
en la definicion de la muerte celular y sus diferentes morfologias. (Kroemer et al.,
2009). En las células somaticas, células germinales testiculares el marcaje de las
caspasas activas o la division de sus sustratos son suficientes para definir la
apoptosis (Kroemer et al., 2009), ademas la caspasa 3 ejecutora se ha relacionado
con procesos no letales (D"Amelio et al., 2010; Lamkanfi et al., 2007).

En este trabajo nosotros comparamos los porcentajes de los espermatozoides de
rata que fueron marcados por dos substancias fluorogénicas, NucView y FLICA y
evaluadas por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Los reactivos de
FLICA, NucView y zDEVD-fmk son permeables a la membrana, no toxicos y
permanecen en la célula después de haber sido reconocidos por la caspasa activa,
se han utilizado en la deteccién de apoptosis en células sométicas (Graham et al.,
1999; Cen et al., 2008), en los espermatozoides (Morales et al., 2013). Este es el
primer estudio que utiliza el reactivo de NucView en muestras espermaticas de rata
para evaluar los porcentajes de espermatozoides que expresan las caspasas 3y 7
activas. Nuestros resultados muestran que el porcentaje de los espermatozoides que
expresan las caspasas 3 y 7 activas y es positivos después de ser incubados por 45
minutos con FLICA y son positivos después de ser incubados por 30 minutos con

NucView, en nuestros resultados no se observaron diferencias significativas de los
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espermatozoides que expresaron las caspasas 3 y 7 activas, esto nos permite
sugerir que el marcaje de las caspasas con FLICA y NucView puede ser utilizado
individualmente. El porcentajes de los espermatozoides de rata que expresan los
caspasas 3y 7 activas de ratas marcados con FLICA o NucView es alto comparados
con los valores de otras especies; por ejemplo, en los espermatozoides de humano
el porcentaje de espermatozoides que expresan caspasas 3y 7 activas con NucView
se encuentra el intervalo de entre 1 y 30% (Kotwica, 2008), mientras que cuando se
utiliza FLICA los porcentajes se encuentran entre 1 y 44% (Grunewald et al., 2007),
estas diferencias podrian deberse a la genética de la especie y condicion de los

individuos.

Los espermatozoides eyaculados y los espermatozoides colectados del epididimo de
algunas especies de interés pecuario ya expresan las caspasas activas, por ejemplo,
se ha reportado en los espermatozoides de cerdo, borrego y toro, el porcentaje de
los espermatozoides marcados con FLICA, se encuentra entre el intervalo 10 al 75
(Garcia et al., 2012; Pichardo et al., 2010; Marti et al., 2008; Molares et al., 2013).
Los porcentajes de espermatozoides con expresion de caspasas son variables, entre
individuos de la misma especie (Anzar et al., 2002), y existe variacion entre los
eyaculados de un mismo individuo (Pichardo et al., 2010). Una explicacién para este
fendmeno es que probablemente sea por la especie en estudio o el manejo de las
muestras espermaticas, como el uso de gradientes de centrifugacion u el medio

utilizado.

En nuestro trabajo, empleamos el reactivo IMQ, debido que induce un incremento
estable de espermatozoides positivos a FLICA y NucView. Cuando las muestras
esperméaticas fueron tratadas con IMQ, y marcadas con FLICA o NucView el
porcentaje de los espermatozoides que expresan las caspasas activas se incrementa
significativamente pero no difiere entre FLICA y NucView, esto nos permite sugerir
gue los espermatozoides que no tenian caspasas activas se fueron activando

activacion de novo de las caspasas. El IMQ es utilizado como inductor de apoptosis
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en melanocitos de humanos (Kim et al., 2010). A pesar de que no se conoce el
mecanismo de accion de IMQ, se sabe que es un inductor de apoptosis en células
cancerigenas, es un reactivo permeable a la membrana, y que probablemente este
promueva la produccién de ERO, liberacion de citocromo C y consecuente activacion
de novo de las caspasas 3 y 7 activas por la via intrinseca (Kim et al., 2010). En
células Jurkat después de ser incubadas con el inductor de caspasas,
estaurosporina, y marcadas con FLICA o NucView presentan porcentajes iguales
(93%) de las células que expresaron las caspasa 3 o 7 activa (Cen et al., 2008),
también se ha reportado variacién hasta un 20% en los porcentajes de caspasas

activas en este mismo modelo (Amstad et al., 2001).

El origen de las caspasas activas en los espermatozoides es incierto. La hipotesis de
la apoptosis abortiva sugiere que los espermatozoides que presentan ADN
fragmentado son producto de errores ocurridos durante la diferenciacion, ademas de
que tales espermatozoides, de alguna manera eludieron ser fagocitados por las
células de Sertoli (Sakkas et al., 1999; 2002). Se ha demostrado que los
espermatozoides recuperados del caput, corpus, y cauda del epididimo de borrego
ya expresan caspasas activas y no difieren significativamente, sugiriendo que en el
recorrido del espermatozoide por el epididimo no activa las caspasas, por tanto, la
activacion de las caspasas probablemente ocurre durante la diferenciacién a
espermatozoide (Gacia et al., 2012). En el estudio de Blanco-Rodriguez y Martinez
(1998), mencionan que las caspasas activas se restringidas al citoplasma en las
espermatidas de rata, observandose eventos de la apoptosis, mientras que en los
espermatozoides de borrego las caspasa activas estan relacionadas con las gotas

citoplasmaticas, particularmente en la pieza media (Garcia et al., 2012).

En el marcaje dual, FLICA fue incubado primero debido al tiempo en que tardan las
células en ser positivas, mientras que NucView se adicioné 15 minutos después de
FLICA, ambos terminaron simultaneamente y fueron procesados para la deteccién de

las caspasas 3 y 7 activas. Nuestros resultados muestran el que el porcentaje de los
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espermatozoides marcados con FLICA mas NucView difiere significativamente de los
espermatozoides marcados so6lo con FLICA o NucView. Hay dos posibles causas
para explicar la discrepancia en el marcaje dual, 1) el reactivo de NucView es
identificado por caspasas activas y el reactivo de FLICA se une a otros substratos, 2)
el reactivo de FLICA es identificado por caspasas activas y el reactivo NucView es
dividido por otras proteinas y después al ndcleo. No existe evidencia sobre un
marcaje dual en las caspasas por dos substratos fluorogénicos y que existan

diferencias.

La presencia de caspasas activas en los espermatozoides de algunos mamiferos es
innegable y ha sido corroborado por métodos como: inmunotincién para caspasa 3
activa, inmunoblot con un anticuerpo especifico de la caspasa 3, y ensayos de la
actividad enzimatica de la caspasa 3 (Weng et al., 2002; Kotwica, 2008; Marti et al.,
2008). En los espermatozoides de humanos, las caspasas 3 y 7 activas se han
identificado en la pieza media en espermatozoides (Kotwica, 2008), mientras que en
los espermatozoides de borregos, la caspasa 3 se han identificado en la regién
apical, en la region ecuatorial, en la cola, en la regiébn postacrosomal mediante
inmunotincion (Marti et al., 2008), pero, en el estudio de Pichardo et al., (2010) se
demostré que las caspasas 3 y 7 activas se localizan en la pieza media y pieza
principal, y en la fosa de implantacion mediante reaccion enzimatica. El método de la
inmunotincion para caspasa 3 y caspasa 7 requiere de un anticuerpo anticaspasa 3 y
anticaspasa 7 respectivamente, y un anticuerpo secundario, por ejemplo,
fluoresceina Ig. Pero en el estudio de Marti et al., (2008), no se especifica si el
epitope pertenece a la caspasa 3 0 a la caspasa 3 activa. Mientras que el marcaje
con FLICA detecta la caspasa 3 activa in situ, ante esta discrepancia los autores
sugieren un par de respuestas: 1) que las caspasas se traslocan al citoplasma, como
sucede en células germinales 2) que el reactivo de FLICA se asocia con otros

componentes del citoplasma.
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En la pieza media de los espermatozoides de rata se encuentran hasta 350
mitocondrias (Vijayaraghavan, 2006), apiladas y altamente compactadas las cuales
se encargan de producir la energia necesaria para la funcion movil del
espermatozoide (Turner, 2006). Las mitocondrias en la pieza media son el principal
sitio susceptible de eventos de la apoptosis (Garrido et al., 2006). Sin embargo, las
caspasas activas no se localizado en el interior de las mitocondrias (Van Loo et al.,
2002). La liberacion de citocromo ¢ de la membrana interna de la mitocondria, es el
evento que inicia la activacion de caspasas, por la via intrinseca en células
somaticas y en células germinales testiculares (Kierszenbaum, 2002; Nufiez et al.,
1998) y Marchetti y Marchetti (2004) sugirieron que en los espermatozoides, la
produccion de ERO, la permeabilidad de la membrana mitocondrial, y liberacion de
citocromo ¢ de la membrana interna, parece ser la via de activacion de las caspasas.
En los espermatozoides de seres humanos, el procesos de criopreservacion, genera
producciéon de ERO y permeabilidad de la membrana mitocondrial, se observa
incremento en los porcentaje de los espermatozoides que expresan las caspasas 9 y
3 (Sakkas et al., 2002).

Nuestros resultados muestran que algunos de los espermatozoides que se incubaron
primeramente con FLICA y que fueron positivos a esta substancia, fueron también
positivos al reactivo de NucView; y algunos espermatozoides que fueron negativos a
FLICA fueron positivos al reactivo de NucView, esto nos demuestra que existen
diferencias en el marcaje las caspasas 3 y 7 activas (Figura 17), esto nos permite
sugerir 1) que probablemente FLICA se unié a otra(s) proteina(s) y NucView fue
reconocido por la caspasa 3 y 7 activa, 2) que durante la activacion de novo de las
caspasas 3y 7 solo fueron reconocidas por NucView. Existe evidencia que reactivos
de que tienen como base el principio de FLICA (b-DEVD-FMK) se une e inhibe a
otras proteinas diferentes a las caspasas como lo son las metacaspasas,
probablemente precursoras de las caspasas en mamiferos; el substrato también se
unié a la proteina parecida a la B-catepsina mientras que el inhibidor zZVAD-fmk no

inhibe las metacaspasas del parasito Leihsmania mexicana en condiciones de estrés
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Al-Fadili et al., (2010). Estas observaciones son consistentes con los trabajos
reportados por Tempking et al., (2006), quienes observaron que el inhibidor no
fluorescente zVAD se unié con la proteina ANT (translocasa del nucleétido de
adenina) en células mielonociticas. El inibidor zVAD es reconocido por varias
caspasas entre las cuales incluye la caspasa 3 y 7 activas. Cuando el zDEVD-fmk es
empleado para disminuir la actividad de las caspasas se observa una reduccién en la
intensidad de fluorescencia de FLICA y de NucView, esto quiere decir que el
inhibidor no fluorescente bloquea el sitio activo de las caspasas y por tanto FLICA no
se unio, esto nos permite sugerir que los espermatozoides que no expresaban
caspasas activas fueron activadas. Se ha reportado que el marcaje de la caspasa 3
activa mediante FLICA (FAM-DEVD-fmk) ocurre en sitios diferentes del sitio activo de
la caspasa, al observar que el inhibidor zDEVD-fmk no bloqueaba la fluorescencia de
FLICA en células JURL-MK1 (Kuzelova et al., 2006), y que la adicion del inhibidor
zDEVD-fmk o zZVAD-fmk no bloqueaban la fluorescencia de FLICA (FAM-DEVD-fmk)
después de que la apoptosis habia iniciado Pozaroski et al., (2003). No se descarta
la posibilidad de una segunda activacién de caspasas y que fueron reconocidas por
NucView, producto de la incubacién a temperatura ambiente, aunque soélo se ha
reportado un incremento de los espermatozoides que expresan caspasas activas a
partir de dos horas (Garcia et al., 2012).

La funcién de la caspasa 3 activa en los espermatozoides aun es desconocida,
algunos autores sugieren gue la caspasa activa 3 puede estar relacionada con la
fertilizacion en modelos in vitro (Marchetti y Marchetti, 2007), otros autores
observaron que los porcentajes de espermatozoides que expresan las caspasas 3 y
7 activas se correlacionan negativamente con la tasa de penetracion y con la tasa de
fertilizacion (Grunewald 2009; Marchetti 2004). La regulacién de apoptosis en células
germinales podria contribuir al gasto de energia que requieren las células germinales
testiculares para su diferenciacion (Kierzembaum, 2001). Existe un profundo interés
en determinar el papel de las caspasas 3 y 7 ejecutoras activa en los

espermatozoides, y en las células somaticas se ha observado que la caspasa 3
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activa participa en procesos no letales, como la diferenciacion y elongacién terminal
de la espermatidas (Arama et al., 2001), en la memoria, conducta por ejemplo, en la
formacién de sinapsis (D Amelio et al., 2010). Se ha sugerido que la presencia de la
caspasas activas en los espermatozoides se considere como dafio del
espermatozoide (Marchetti y Marchetti, 2007). Sin embargo, en el Manual de
laboratorio de la OMS para el examen y tratamiento de semen humano, en su quinta
ediciobn, no se ha considerado como dafio en los espermatozoides, pero se
recomienda analizar espermatozoide por espermatozoide para tener un analisis mas
robusto sobre la fertilidad masculina (Franken y Oehninger, 2012; WHO, 2010).
Probablemente si los espermatozoides que expresan caspasas 3 y 7 activas son
seleccionados cuidadosamente y correctamente y se realizan pruebas de fertilizacion
adecuadas, es posible que tengan un rol importante en el diagndéstico clinico de a

fertilidad del macho.
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12. Conclusioén

No existen diferencias en los porcentajes de los espermatozoides que expresan
caspasas activas cuando se utliza FLICA o NucView; sin embargo, si existen
diferencias entre los porcentajes de los espermatozoides que expresan las caspasas

3y 7 activas cuando los espermatozoides se incuban con FLICA mas NucView.
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