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RESUMEN

La apoptosis en células germinales es fundamental en la regulacion de la produccion diaria de
espermatozoides, y se lleva a cabo tanto en condiciones fisiolégicas como inducidas por
agentes externos como lo son los genotoxicos, que dafian al DNA, y xenoestrogenos, que
imitan a los estrégenos enddgenos. Se sabe que los xenoestrégenos como Bisfenol A (BFA) y
4-Nonilfenol (NF) inducen un incremento del indice apoptotico en células de testiculos de
ratas y ratones y una baja produccion de espermatozoides en estos animales. Sin embargo, el

mecanismo que subyace a este efecto es desconocido.

La ADAM17 (A Desintegrin And Metalloprotease-17) es una metaloproteasa de
transmembrana relevante en la sefializacion paracrina/yuxtacrina y autocrina. En nuestro
laboratorio se ha mostrado que la inhibicion farmacoldgica de la ADAM17 disminuye la
apoptosis de células germinales masculinas tanto en condiciones fisiol6gicas como en la
inducida por drogas anticancerigenas y xenoestrogenos. Sin embargo, ain se desconoce si la
presencia de la ADAM17 en las células germinales es fundamental en la apoptosis de estas
células. Es por ello, se propuso la siguiente hipoétesis: La presencia de ADAM17 es necesaria
para la apoptosis de células germinales masculinas tanto fisiolégica como inducida por los
xenoestrogenos BFA y NF durante la espermatogenesis del raton. En donde se plantearon 4
objetivos especificos: (1) Determinar la participacion de la ADAM17 de las celulas germinales

masculinas meidticas y post-meidticas sobre la apoptosis de estas células in vivo, (2) Evaluar
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la participacion de la ADAML17 de las células germinales masculinas meidticas y post-
meioticas sobre la apoptosis de estas células inducida por los xenoestrogenos BFA y NF in
vivo, (3) Determinar el efecto de los xenoestrogenos BFA y NF sobre la actividad de la
ADAML17 y (4) Estudiar in vitro la participacion de la ADAML17 sobre la apoptosis inducida

por BFA y NF en lineas celulares.

Para esto, se cre6 un raton knock out condicional para la ADAM17 en ceélulas
germinales masculinas utilizando la tecnologia Cre-LoxP. En estos ratones se observd que la
apoptosis fisiologica e inducida por los xenoestrogenos BFA y NF disminuyo
significativamente en relacion a los silvestres cuando se evalud el nimero de células caspasa-3
activa mediante inmunofluorescencia, el nimero de células picnéticas por tincion Pas-He, y el
porcentaje de células TUNEL positivas. Usando estos ratones se establecio que la presencia de
la ADAM17 es fundamental en la apoptosis de células germinales masculinas tanto en
condiciones fisiologicas como inducida por BFA y NF. Ademas, se determind la participacion
de esta metaloproteasa en el desarrollo de la espermatogénesis. Para ello, se calcul6 el
porcentaje del peso testicular en comparacion al peso corporal a los 21 y 60 dias de edad,
donde se observé una disminucion significativa de este en ratones knock out respecto a los
wild type. Esto puede ser explicado por la disminucién en los parametros histoldgicos del
testiculo, como la altura del epitelio, didmetro de los tibulos seminiferos y del lumen de los

tubulos seminiferos observado en los ratones knock out respecto a los wild type.

Por otro lado, para dilucidar si BFA y NF inducen actividad metaloproteasa de la

ADAM17 (lo cual seria fundamental para la muerte de las céelulas germinales) se cred un
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sistema in vitro en el cual se expresé una proteina que tiene el dominio intracelular, el de
transmembrana y parte del dominio extracelular de 5 sustratos de la ADAM17 fueron
fusionados con fosfatasa alcalina (FA). Estos sustratos son Neuregulina 1 (NRGB1), Tumor
Necrosis Factor o (TNFa), Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), Kit Ligand 2
(KitL2), o Transforming Growth Factor a (TGFa). Este sistema in vitro fue expresado en
lineas celulares de células de Sertoli de raton (TM4), en células de cancer de préstata humana
(LnCaP), o en ceélulas de fibroblasto de embrion de raton (mEFs). De esta manera, se midio la
liberacion de fosfatasa alcalina al medio de cultivo (mediante la actividad de FA), lo que
indirectamente refleja la actividad metaloproteasa de la ADAML17. Usando este sistema in
vitro, se mostroque la inhibicion farmacoldgica y/o genética (knockdown) de la ADAM17
previene la liberacion de FA inducida por BFA o NF. Ademas, utilizando células mEFs que
pierden iRhom1 y/o iRhom2 (proteinas inactivadas de la familia romboide) se determind que
la activacion de ADAM17 inducida por BFA y NF depende de iRhom2 pero no de iRhom1.
Por altimo, mediante los niveles proteicos del fragmento de 86 kDa de PARP (sustrato de
caspasa-3) evaluados por western blot; el porcentaje de la poblacién de células sub-G1 y de
células Anexina V evaluadas por citometria de flujo se determiné que la inhibicion genética de

la ADAM17 previene la muerte celular inducida por BFA y NF.

En conclusién la ADAM17 participa en la apoptosis de células germinales tanto
fisioldégica como inducida por los xenoestrogenos BFA y NF durante la espermatogénesis del

raton.



17

ABSTRACT

Germ cellapoptosisis crucialin regulatingthe dailysperm production,and it takes placeboth
inphysiological conditionsand is inducedby external agents such as genotoxical which damage
DNA and xenoestrogensthat mimicendogenous estrogens. Xenoestrogens, such as BisphenolA
(BPA) and 4-nonylphenol (NP) induce an increase in apoptotic indexintesticular cellsof rats
and miceand a lowsperm production inthese animals. However, theunderlyingmechanism of

this effect is unknown.

ADAM17 (A Desintegrin  And Metalloprotease-17) is a transmembrane
metalloproteinase involved in paracrine/juxtacrine and autocrine signaling. Our laboratory has
shown that pharmacological inhibition of ADAM17 decreases male germ cell apoptosis both
in physiological conditions and induced by anticancer drugs or xenoestrogens. However, it
remains unknown whether the presence of ADAM17 in germ cells is critical in the apoptosis
of these cells. Therefore, the following hypothesis has been proposed: the presence of
ADAML1Y7 is required for apoptosis of male germ cells in both physiological and NP/BPA-
induced conditions during mouse spermatogenesis. Four aims were set: (1) To determine
whether ablation of ADAM17 in male germ cells (AD17KO-GC) prevents apoptosis of germ
cells in vivo. (2) To evaluate whether BPA or NP induce apoptosis in male germ cells in
AD17KO-GC mice. (3) To determine whether BPA and NP induce activation of ADAM17 in

germ cell and Sertoli cell lines of mouse origin. (4) To study whether the presence of
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ADAML1Y7 is required for apoptosis of germ and Sertoli cell lines of mouse origin when

induced by BPA and NP in vitro.

For this, a conditional ADAM17 knock out mouse in male germ cells was created using
the Cre-LoxP technology. In these mice it was observed that the physiological and NP/BPA-
induced apoptosis was significantly decreased versus the wild type mice when evaluating the
number of active caspase-3 cells by immunofluorescence, the number of pyknotic cells by
Pas-He staining, and the percentage of TUNEL positive cells. Using these knock out mice it
was established that the presence of ADAM17 is critical in male germ cell apoptosis both in
physiological and BPA/NP-induced conditions. Furthermore, the involvement of this
metalloprotease in the spermatogenesis development was also determined. To accomplish this,
the percentage of the testicular weight compared to body weight was calculated at 21 and 60
days of age, showed a significant decrease in the knock out mice compared to wild type. This
can be explained by the decrease in testicular histological parameters such as height of the
epithelium, seminiferous tubules diameter and lumen of the seminiferous tubules observed in

knock out mice compared to wild type.

Moreover, to elucidate whether BPA and NP induce metalloprotease activity of
ADAM17 (which would be essential for the death of germ cells) an in vitro system was
created, in which a protein with the intracellular domain, the transmembrane and extracellular
domain of 5 substrates of ADAML17 are fused to alkaline phosphatase (AP). These substrates
are the B1-neuregulin (NRGB1), Tumor Necrosis Factor o (TNF), Heparin-binding EGF-like

growth factor (HB-EGF), Kit Ligand 2 (KitL2), or transforming growth factor a (TGFa). This
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in vitro system was expressed in Sertoli cell lines (TM4), human prostate cancer cells (LnCaP)
or mouse embryo fibroblasts (mEFs). Thus, the release of AP into the culture medium was
measured (by AP activity), which indirectly reflects the ADAM17 metalloprotease activity.
Using this in vitro system, it was showed that the pharmacological and/or genetic inhibition
(knockdown) of ADAML17 prevents the AP release induced by BPA or NP. In addition, using
mEFs cells lacking iRhom1 and/or iRhom2 (inactivated rhomboid family proteins) it was
determined that activation of ADAM17 by NP and BPA was dependent of iRhom2 but not
iRhom1. Finally, protein levels of the 86 kDa-fragment of PARP (caspase-3 substrate), the
percentage of the sub-G1 population and annexin V cells were evaluated and it was

determined that genetic inhibition of ADAM17 prevents cell death induced by BPA and NP.

In conclusion, ADAM17 participates in the physiological and xenoestrogen-induced

apoptosis during mouse spermatogenesis.
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INTRODUCCION

La apoptosis de células germinales durante la espermatogénesis en mamiferos es un proceso
fisiologico que elimina las celulas dafadas y controla la produccion de espermatozoides
(Rodriguez et al., 1997; Feng et al., 1999; Moreno et al., 2006). Un incremento en la tasa de
apoptosis genera una disminucién de espermatozoides lo que repercute directamente en la
fertilidad masculina (Feng et al., 1999; Huynh et al., 2002; Weikert et al., 2004; WHO,
2010a). Diversos estimulos biolégicos, fisicos y quimicos tales como drogas, radiacion,
patologias reproductivas, somaticas y contaminantes ambientales como los xenoestrogenos
pueden inducir un aumento en la apoptosis y disminucién en la produccion de
espermatozoides (Tripathi et al., 2009; Moreno et al., 2011b). Incluso, la disminucién en la
produccion global de espermatozoides desde 1940 hasta hoy en dia, se asocia a una aumento
sostenido en los xenoestrdgenos medioambientales (Sinawat, 2000). La apoptosis en la
espermatogénesis ha sido ampliamente estudiada, pero el mecanismo por el cual se induce
bajo condiciones fisioldgicas o patolégicas no es completamente entendido, y los
conocimientos de los mecanismos moleculares en estos procesos podrian ayudar a desarrollar

nuevas herramientas farmacoldgicas para la infertilidad e incluso la anticoncepcion masculina.

La ADAM17 (A Desintegrin And Metalloprotease-17) es una proteasa de
transmembrana que regula la liberacion de diversos ligandos, citoquinas y ectodomidos de

receptores desde la superficie celular. Esta enzima se expresa de manera diferencial en las
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células germinales durante la espermatogénesis y podria ser un inductor de la apoptosis tanto
en condiciones fisioldgicas como inducidas por estimulos externos (Lizama et al., 2010;
Lizama et al.,, 2012). Sin embargo, se desconoce el mecanismo de cémo se regula el
desprendimiento del dominio extracelular de los distintos substratos de la ADAML17, a pesar
de ser importante en las vias de sefializacion paracrinas/yuxtacrinas y autocrinas en el tracto
reproductor masculino. Es por ello, que en esta tesis se evalud si la presencia de ADAM17 es
importante en la apoptosis de células germinales tanto en condiciones fisioldgicas como

aquellas inducidas por los xenoestrogenos Bisfenol A (BFA) y 4-Nonilfenol (NF).

A continuacion se entregardan diferentes antecedentes que describirdn la
espermatogénesis en mamiferos y la apoptosis durante este proceso, las proteinas ADAMs,
para finalmente discutir los efectos de los xenoestrogenos durante la espermatogénesis y su

participacion en la induccion de la apoptosis mediada por la ADAM17.

Espermatogénesis en mamiferos

En el epitelio del tdbulo seminifero ocurre la espermatogénesis, proceso de generacion de
espermatozoides, formados a partir de células troncales diploides conocidas como
espermatogonias. Estas espermatogonias se dividen constantemente por mitosis, y algunas de
las células hijas entran en meiosis dando origen a los espermatocitos primarios. Al finalizar el
proceso meidtico se originan células haploides conocidas como espermatidas, las cuales, luego

del proceso conocido como espermiogénesis, generan los espermatozoides. Todo el proceso
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culmina con la liberacion del espermatozoide al lumen del tabulo seminifero (espermiacion)

para su posterior maduracion en el epididimo (Hermo et al., 2010).

La espermatogénesis se encuentra regulada por sefiales endocrinas como GnRH
(Gonadotropin-Releasing Hormone), LH (Luteinizing Hormone), FSH (Follicle-Stimulating
Hormone), testosterona, estrogenos e inhibinas; proteinas como caderina, catenina, laminina,
integrina, entre otras y citoquinas comoTNF-a, TGFB, SCF(Stem Cell Factor), etc. (Holdcraft
and Braun, 2004; Walker, 2009; Cheng et al., 2010). Las células somaéticas ubicadas al interior
del tubulo seminifero y encargadas de la mantencion de la espermatogénesis son las células de
Sertoli. Estas células secretan diferentes factores tréficos como SCF, el cual es un ligando que
al unirse a su receptor c-Kit expresado por las células germinales promueve sobrevida de estas
células (Yan et al., 2000b). Por otro lado, las células de Leydig se ubican en el intersticio fuera
del tabulo seminifero y son las encargadas de secretar testosterona, hormona esencial para el
desarrollo de la espermatogénesis, debido a su participacion en la induccién de la meiosis y la
subsecuente diferenciacion de espermatidas (McLachlan et al., 2002; De Gendt et al., 2004).
La testosterona ejerce su accion a través de la célula de Sertoli (la que expresa el receptor de
andrdégeno), y estimula la sintesis de varias proteinas y factores tréficos en periodos
especificos de la espermatogénesis (Wang et al., 2009). Por otro lado, se ha mostrado que la
apoptosis de células germinales es controlada por los niveles hormonales incluyendo la
testosterona, estrogeno y FSH (Shetty et al., 1996; Tesarik et al., 2002). Por lo tanto, una
desregulacion a nivel hormonal o de citoquinas generara una disrupcion en la

espermatogénesis a través de apoptosis.
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Mecanismos generales de la apoptosis

La apoptosis es un mecanismo regulado de muerte celular que se caracteriza por la
fragmentacion del DNA, activacion de caspasas Yy externalizacion de fosfatidilserina (Degterev
and Yuan, 2008; Youle and Strasser, 2008). De manera general, existen dos vias de activacién
de la apoptosis; una via extrinseca y una via intrinseca. La primera es iniciada por activacion
de receptores de muerte como Fas (CD95/Apo-1) o TNF-1 (TNFR1, Tumor Necrosis Factor
Receptor 1), los cuales al trimerizar en respuesta a la union de sus ligandos, induce la
formacion de un complejo multimérico denominado DISC (Death Inducing Signaling
Complex), el cual activa a la procaspasa-8 en ratones y a la procaspasa-8 y -10 en humanos
(Scaffidi et al., 1998; Salvesen, 2002; Henkler et al., 2005). Las caspasas-8 y/o -10, procesan

proteoliticamente a la procaspasa-3, -6 y -7, siendo la caspasa-3 la principal caspasa ejecutora.

Por otra parte, la via intrinseca puede ser activada por diferentes estimulos como
radiacion, fragmentacion del DNA o estrés oxidativo (Gong and Han, 2006; Sola et al., 2007;
Degterev and Yuan, 2008; Ortiz et al., 2009), lo que conllevan a una disminucion del potencial
de membrana mitocondrial y una liberacién del citocromo-c desde la mitocondria, lo cual,
junto con dATP, la proteina citosolica Apaf-1 y procaspasa-9 forman un complejo Ilamado
apoptosoma. Dentro de este complejo, la procaspasa-9 se activa y consecuentemente activa a
procaspasa-3 conectandose tanto la via intrinseca como extrinseca (Shi, 2002, 2006). La
caspasa-3 es responsable de la degradacion de varias proteinas intracelulares como lamina
nuclear, actina y Poli ADP-Ribosa Polimerasa (PARP) (Duriez and Shah, 1997; Riedl and Shi,

2004; Sola et al., 2007; Feinstein-Rotkopf and Arama, 2009).
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La estabilidad de la membrana mitocondrial es preservada por proteinas anti-
apoptoticas de la familia Bcl-2 (B-Cell Lymphoma-2) que interactian con y reprimen la
actividad de proteinas pro-apoptéticas (Chen et al., 2005; Zhai et al., 2008; Ku et al., 2011).
Por otro lado, las proteinas multidominio pro-apoptoticas como Bax (BCL-2-associated X
protein) y Bak (Bcl-2 homologous Antagonist Killer) son cruciales para la permeabilizacion
de la membrana externa de la mitocondria y la subsecuente liberacion del citocromo-c (Riedl
and Shi, 2004; Westphal et al., 2011). Por lo tanto, la apoptosis es un proceso complejo que
involucra la activacion de vias independientes pero convergentes con el fin de inducir muerte

celular.

La apoptosis durante la espermatogénesis de mamiferos

La apoptosis de células germinales es importante para el buen desarrollo de la
espermatogénesis en condiciones fisioldgicas (Feng et al., 1999; Yan et al., 2000a; Moreno et
al., 2006). Durante la primera onda de la espermatogénesis de rata hay una masiva muerte de
células germinales, principalmente espermatocitos en paquiteno, alrededor de los 25 dias edad.
Esta muerte de células germinales continla durante cada ciclo de espermatogénesis durante
toda la vida del macho. Se cree que la apoptosis en condiciones fisioldgicas ocurre en aquellas
células germinales producidas en exceso y que no pueden ser sustentadas por la célula de
Sertoli, y ademas se eliminan las células dafiadas (Rodriguez et al., 1997; Jahnukainen et al.,
2004; Moreno et al., 2006). Resultados de nuestro laboratorio muestran un incremento en los
niveles proteicos del receptor Fas, el factor de transcripcion p53 y la activacion de caspasa -8,

-9, -3, -2 y -6 en las células germinales apoptoticas (Lizama et al., 2007; Codelia et al., 2008).
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Queda en evidencia la importancia de la apoptosis durante la espermatogénesis cuando
genes pro-apoptoticos son delecionados (Bax, Bim o Bik) o cuando genes anti-apoptéticos son
sobrexpresados (Bcl-2), debido a que en ambos casos existe infertilidad por un arresto de la
espermatogénesis en el comienzo de la meiosis (Knudson et al., 1995; Yamamoto et al., 2001;

Russell et al., 2002; Yan et al., 2003; Coultas et al., 2005).

Por otro lado, la apoptosis durante la espermatogénesis puede ser estimulada por
factores exogenos, ya que las células germinales en meiosis (espermatocitos) son altamente
sensibles a shock térmico, radiacion, agentes quimioterapéuticos y xenoestrogenos (Russell,
2004; Bieber et al., 2006; Lizama et al., 2009; Silva et al., 2011). Ademas, drogas
anticancerigenas como el etoposide inducen apoptosis en espermatocitos por una
sobreregulacién de p53, caspasas y de la metaloproteasa ADAM17 (Ortiz et al., 2009; Codelia

etal., 2010; Lizama et al., 2011; Lizama et al., 2012).

Estructura de las proteinas ADAMSs

Las ADAMs son glicoproteinas de transmembrana tipo | con 7 dominios claramente definidos,
que desde el N-terminal al C-terminal son: (1) El prodominio, que actGa como chaperona y es
requerido para el tréfico intracelular (Milla et al., 1999; Leonard et al., 2005) y para la
proteccion de la degradacion intracelular del dominio metaloproteasa (Loechel et al., 1999;
Roghani et al., 1999; Leonard et al., 2005). Este es removido por proteinas convertasa, como
por ejemplo furina en la via secretora (Nakayama, 1997). (2) ElI dominio metaloproteasa, que

es responsable del procesamiento proteolitico de los sustratos de las ADAMs. La flexibilidad
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conformacional de este dominio podria explicar la gran variedad de sustratos que posee cada
miembro de la familia ADAM (Seals and Courtneidge, 2003; Sagi and Milla, 2008). Luego los
dominios (3) el dominio desintegrina, (4) el dominio rico en cisteina y (5) el dominio tipo
EGF (Epidermal Growth Factor), que pueden mediar interacciones célula-célula y célula-
matriz por union a integrinas y participar en la unién del sustrato a la ADAM (Blobel et al.,
1992; Blobel, 1997; Reddy et al., 2000; Smith et al., 2002; Seals and Courtneidge, 2003; Li
and Fan, 2004; Klein and Bischoff, 2011). Por ultimo, los dominios (6) de transmembrana y
(7) el citolasmatico. Este ultimo tiene regiones SH3 (Src-homology 3) que permiten la
interaccion con distintas proteinas regulatorias y quinasas como PKCd (Protein Kinase C-6) y
Src (Kratzschmar et al., 1996; Weskamp et al., 1996; Izumi et al., 1998; Kang et al., 2000;
Suzuki et al., 2000; Poghosyan et al., 2002; Seals and Courtneidge, 2003; Yin and Yu, 2009).
El dominio citoplasmatico tiene un rol en la localizacion de la ADAM en la superficie celular
y que ademas podria participar en la regulacion de su actividad, tal como se mencionard mas

adelante (Cousin et al., 2000; Abram et al., 2003; Seals and Courtneidge, 2003).

Regulacion de la localizacion y activacion de ADAM17

Hasta la fecha la familia ADAM tiene alrededor de 40 isoformas, pero sélo la mitad de ellas
tiene actividad catalitica. La ADAM17 o TACE (Tumor Necrosis Factor-Alpha Converting
Enzyme) se expresa constitutivamente en varios tejidos tales como ovario, testiculo, prostata,
corazén y rifion, y su expresion varia durante el desarrollo embrionario (Black et al., 1997;
Moreno et al., 2011b; Urriola-Munoz et al., 2014b). La activacion de la ADAM17 induce el

desprendimiento del ectodominio de varias proteinas transmembrana, tales como neuregulina
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(Montero et al., 2000; Horiuchi et al., 2005), EGF, TGFa (Transforming Growth Factor
a)(Sahin et al., 2004); citoquinas proinflamatorias como TNF-a (Tumor Necrosis Factor-
Alpha), su receptor TNFRI (Moss et al., 1997); y moléculas de adhesion como VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule 1) (Garton et al., 2003), lo que indica su participacion en

las vias de sefalizacion paracrina/yuxtacrina y autocrina.

La regulacion de la activacion de la ADAML17 es un tema candente de estudio y que
aun no se resuelve. Algunos autores proponen que su localizacion en la superficie celular
parece ser concomitante a su activacion debido a que en reservorios vesiculares entre el trans-
Golgi y la membrana plasméatica se le remueve el prodominio. Este evento permite la
activacion de la ADAML17 y su consiguiente localizacidn en balsas lipidicas en la superficie
celular (Soond et al., 2005; Tellier et al., 2006; Killock and Ivetic, 2010; Xu and Derynck,
2010). Ademas, la ADAML17 es activada de manera directa o indirecta por especies reactivas
de oxigeno (ROS), calcio intracelular (Hino et al., 1999; Fischer et al., 2004), proteinas
quinasas como: (1) PKCa y PKCd (Sahin et al., 2004; Kveiborg et al., 2011); (2) MAPKs
(Mitogen-Activated Protein Kinase) como ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinase)
(Fan and Derynck, 1999; Fan et al., 2003) y p38 (Diaz-Rodriguez et al., 2002; Soond et al.,
2005; Killock and lvetic, 2010; Xu and Derynck, 2010); y (3) la proteina quinasa Src
(Maretzky et al., 2011), por receptores tirosina quinasa (Swendeman et al., 2008) y acoplados
a proteina G (GPCRs, G Protein—Coupled Receptors por sus siglas en ingles) (Prenzel et al.,
1999; Eguchi et al., 2001). Recientes trabajos han mostrado que la sefializacion de la
ADAML17 también requiere de proteinas accesorias como iRhom1 y 2, miembros inactivos

proteoliticamente de la familia romboide (Adrain et al., 2012; Mcllwain et al., 2012; Li et al.,
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2015) y anexinaA8 y A9 (Nakayama et al., 2012). Por otro lado, la ADAM17 forma
homodimeros inactivos, y la fosforilacion del dominio citoplasmatico, dada por las quinasas
mencionadas anteriormente, permitirian la separacion de dichos dimeros y su consiguiente
activacion (Xu et al., 2012). Este modelo explicaria por qué la remocién del dominio
intracelular permite la expresion de una enzima cataliticamente activa, debido a que esta no

forma homodimeros.

La importantica de la ADAML17 durante el desarrollo embrionario se aprecia en los
ratones que expresan la ADAM174%"4%" (ADAM17 sin actividad metaloproteasa), los que
mueren entre el dia embrionario 17,5 y el primer dia después de nacidos. Estos ratones tienen
falla en el cierre de los parpados, pérdida del epitelio conjuntivo, corneas delgadas,
desorganizacion de los foliculos pilosos (Peschon et al., 1998), y pérdida de peso debido a un
hipermetabolismo (Gelling et al., 2008). Este fenotipo refleja los maltiples roles que tiene esta
enzima durante el desarrollo normal. Por ultimo, es importante mencionar que la ADAM17 se
expresa de manera estadio especifico durante la espermatogénesis de rata (Urriola-Munoz et
al., 2014b) y que ratones knock out condicionales para la ADAM17 acoplados al promotor de
Sox9, el cual es un gen ubicado en el cromosoma Y, y cuya expresion es esencial para inducir
la diferenciacion de células de Sertoli (células somaticas encargadas de la mantencién y
nutricion de las células germinales), son infértiles (Horiuchi et al., 2009). Esto ultimo sugiere
que la ADAML17 podria tener un papel importante en la célula de Sertoli, probablemente

mediante la sefializacion para/juxtacrina con las células germinales.
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Respuesta a xenoestrogenos en células germinales

BFA y NF son los xenoestrogenos producidos en mayor volumen a nivel mundial como
inductores de la polimerizacion, y se encuentran en los plasticos, juguetes, latas de conserva,
cosméticos, etc. (Phillips and Tanphaichitr, 2008). Estos son compuestos artificiales que
presentan similitud estructural y funcional con los estrogenos, y ademas tienen efectos
estrogénicos por lo que desregulan el balance hormonal de animales y humanos,
interrumpiendo asi, reproductivos dependientes de estrogenos (Park et al., 2011). Sin embargo,
los xenoestrogenos tienen una menor afinidad al receptor de estrogeno genomico (ERa y ERp)
comparado con el 17 estradiol (Gould et al., 1998; ter Veld et al., 2006), pero aun asi pueden
afectar las funciones y desarrollo en los animales en bajas concentraciones. Es por ello que
podrian tener una via de accién independiente del receptor de estrogeno gendémico por la cual

los xenoestrogenos pueden actuar, sin embargo, esta via ain se desconoce.

El incremento de xenoestrdgenos en el medio ambiente ha generado preocupacion
sobre la importancia de estos en la salud humana, debido a que se han detectado en muestras
humanas como el suero, la orina, el liquido amniédtico, leche materna, semen, entre otros
(Inoue et al., 2002; Calafat et al., 2005; Swan et al., 2005; Main et al., 2006). Y ademés han
sido relacionados con una disminucién en la distancia anogenital, en la calidad de los

espermatozoides y en la fertilidad del hombre (Swan et al., 2005; Meeker et al., 2010).

Existe un gran volumen de informacion referente la disrupcion que generan BFA y NF

en la espermatogénesis de animales de estudio (Lagos-Cabre and Moreno, 2012). Se ha
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observado una disminucion del peso del testiculo, el epididimo y del recuento de
espermatozoides en ratas tratadas con hasta 100 pg/kg/dia de NF (Chitra et al., 2002).
Ademas, se observéuna disminucion en el recuento y motilidad de espermatozoides en la
adultez cuando a ratas machos son tratados desde 100 hasta 1600 ug/kg/dia de BFA durante el
periodo neonatal (Salian et al., 2009), concentraciones similares a las encontradas en plasma
sanguineo y liquido amniotico en humanos (1-2 ng/ml para BFA y 0,2-0,3 ng/ml para NF)

(Ikezuki et al., 2002; Kawaguchi et al., 2004).

La disminucion en el recuento del nimero de espermatozoides en ratas tratadas con
xenoestrogenos se relaciona con un incremento en la apoptosis de células germinales. Prueba
de esta apoptosis se ha observado por una activacion de caspasa-3 en células germinales y de
Leydig, una reduccién en el numero de células de Leydig que conlleva a una disminucion en
los niveles de testosterona plasmatica, un incremento de los niveles de Fas en células
germinales, y FasL en células de Sertoli y un aumento de células TUNEL positivas en
testiculos de ratas tratado con BFA y NF (Han et al., 2004; Toyama et al., 2004; Li et al.,
2009). Respecto a los humanos, se ha observado una alta correlacion entre los niveles de BFA
en la orina y anormalidades en los espermatozoides (motilidad, viabilidad, conteo y
concentracion de espermatozoides, y fragmentacion del DNA), sugiriendo que estos
xenoestrogenos inducen apoptosis de células germinales en el humano (Meeker et al., 2010; Li
et al., 2011). Por lo tanto, dada la distribucion ubicua de estos compuestos en los productos
plasticos usados por los humanos, es importante clarificar sus mecanismos de accion y ademas

para generar nuevas herramientas farmacologicas para la infertilidad.
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Estos ultimos antecedentes sugieren que habria una exacerbacion de la apoptosis de
células germinales inducida por BFA y NF en testiculos de animales tratados y probablemente
en humanos expuestos a estos compuestos. Resultados de nuestro laboratorio muestran un
incremento de la muerte de células germinales y de forma concomitante un aumento de ROS y
de p38 fosforilada en testiculos de ratas de 21 dias tratadas con 50 mg/kg de BFA y NF por 24
horas (Urriola-Munoz et al., 2014a). Ademas, se observéd un incremento temprano del calcio
intracelular en espermatocitos en paquiteno y en espermatidas redondas aisladas de testiculo

de rata adultas que fueron tratas con 10 uM de NF.

Por ualtimo, en nuestro laboratorio hemos observado que después de la exposicion de
ratas de 21 dias a BFA o NF hay un incremento significativo de la ADAM17 en la membrana
de células germinales, lo que implicaria una activacion de esta; y también se ha observado que
la mayoria de las células apoptdticas son células germinales positivas para la ADAML17, y al
utilizar un inhibidor de esta metaloproteasa la muerte celular disminuye significativamente
(Urriola-Munoz et al., 2014a). Es por ello, que nuestro modelo propone a la ADAM17 como

un nuevo elemento en la apoptosis de células germinales inducida por BFA y NF.
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Planteamiento del Problema

Resultados de nuestro laboratorio indican que la inhibicion farmacoldgica de la ADAM17
disminuye la apoptosis de células germinales masculinas tanto en condiciones fisioldgicas
como en la inducida por los xenoestrogenos BFA y NF. Sin embargo no hay estudios que
indiguen que la presencia de la ADAML17 es fundamental en la apoptosis de estas células. Es
por ello, que se estudié si la ADAML7 participa en la apoptosis de células germinales
masculinas en condiciones fisiologicas e inducidas por BFA y NF, por lo que se propuso poner

a prueba la siguiente hipétesis

Hipotesis

La presencia de ADAML7 es necesaria en la apoptosis de células germinales masculinas tanto

fisioldgica como inducida por los xenoestrégenos BFA y NF durante la espermatogénesis del

raton.

Objetivo General

Determinar el rol de la ADAML7 presente en las células germinales sobre la apoptosis

fisioldgica e inducida por BFA y NF durante la espermatogénesis del raton.
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Objetivos Especificos

1. Determinar la participacion de la ADAML17 de las células germinales masculinas
meioticas y post-meidticas sobre la apoptosis de estas células in vivo.
1.1. Determinar la participacion de la ADAM17 de las células germinales masculinas
en la histologia del tabulo seminifero.
1.2. Determinar el efecto de la ADAM17 de las células germinales masculinas sobre
los niveles séricos de testosterona y estradiol.
1.3. Determinar la participacion de la ADAM17 de las células germinales masculinas

sobre la apoptosis fisioldgica de células germinales in vivo.

2. Evaluar la participacion de la ADAM17 de las células germinales masculinas
meidticas y post-meioticas sobre la apoptosis de estas células inducida por los

xenoestrogenos BFA y NF in vivo.

3. Determinar el efecto de los xenoestrdgenos BFA y NF sobre la actividad de la
ADAML1Y7.
Generar lineas celulares estables que expresen sustratos especificos de la ADAML17.
3.2. Determinar el efecto de BFA y/o NF sobre la liberacion de fosfatasa alcalina al
medio de cultivo en la linea celular que exprese establemente el sustrato de la
ADAML17 acoplado a fosfatasa alcalina.
3.3. Determinar la participacion de la ADAM17 en la liberacion de fosfatasa alcalina

inducida por BFA y/o NF.
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3.4. Determinar el rol de iRhom1 y/o iRhom2 en la liberacion de fosfatasa alcalina

inducida por BFA y/o NF.

Estudiar in vitro la participacion de la ADAM17 sobre la apoptosis inducida por BFA 'y
NF en lineas celulares.

4.1. Determinar si BFA y NF inducen apoptosis en las lineas celulares.

4.2. Determinar la participacion de la ADAM17 sobre la apoptosis inducida por BFA

y NF en las lineas celulares.
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MATERIALES Y METODOS

Quimicos y Anticuerpos

Bisfenol A [2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane] (BFA) y 4-nonilfenol (NF) fueron obtenidos
desde Sigma (St Louis, MO, USA). TRIzol, LipofectAMINE 2000, p-nitrophenyl phosphate
(p-NPP), el sustrato de fosfatasa alcalina, fueron obtenidos desde Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA). El ensayo de TUNEL, transcriptasa reversa y PCR Master Mix fueron obtenidos desde
Promega (MAdison, WI, USA). El anticuerpo policlonal contra ADAML17 hecho en conejo
(ab39163) y el anticuerpo policlonal contra SCP-3 hecho en conejo (ab15093) fueron
obtenidos desde Abcam (Cambridge, MA, USA), el anticuerpo policlonal contra PARP-1/2
(sc-7150) hecho en conejo fue obtenido desde Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA), el anticuerpo policlonal contra caspasa-3 activa (Aspl75, #9661) fue obtenido desde
Cell Signaling (Danvers, MA, USA), el anticuerpo monoclonal contra 3-actina hecho en raton
(AC-15) y el anticuerpo 1gG-FITC en contra de conejo (F0382) fueron obtenidos desde Sigma
(St Louis, MO, USA), los anticuerpos anti-ratén y anti-conejo fueron obtenidos desde KPL
(Gaithersburg, MD, USA). El kit UltraVision Detection Systems anti-conejo y SYBR Safe™
DNA gel stain fueron obtenidos desde Thermo Scientific (Fremont, CA, USA). El kit Western
Lightning Chemiluminescense Reagent Plus fue obtenido desde PErkinElmer Inc. (Waltham,

MA, USA).
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Generacion y mantencion de ratones AD17KO-GC

Los ratones Adam17tm1.2Bbl, cuyo gen flanqueado por LoxP es adam17, y ratones Tg(Stra8-
cre)1Reb/J, donde la expresion de la enzima Cre esta bajo el promotor del gen stra8, fueron
adquiridos desde Jackson Lab, USA, gracias al proyecto Fondecyt 1110778. Los ratones
fueron mantenidos en el Bioterio central de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile. Se mantuvieron en un ciclo de 12L.:12D con agua y comida ad
libitum. EI sacrificio de los animales fue realizado mediante dislocacion cervical. Las
investigaciones se llevaron a cabo en conformidad con las normas establecidas por la
Comision de bioética de nuestra Facultad y de la guia de manejo animal de CONICYT. Todos
los protocolos de los animales fueron aprobados por el Fondo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (FONDECYT). Primero se cruzaron machos Stra8Cre con hembras
ADAM17°% ohteniendo los ratones portadores y no del gen Cre, siendo los primero los
ratones utilizados como wild type, mientras los segundos son los heterocigotos. Luego, se hizo

7on/lox

una retrocruza entre las crias machos portadoras del gen Cre y hembras ADAM1 para

obtener el raton AD17KO-GC.

Inyecciones de los xenoestrogenos

Después de tomar el peso promedio de los ratones, se inyectaron intraperitonealmente (ip)
distintas dosis de cada xenoestrogeno (BFA, Sigma, o NF, Supelco-Sigma), los que fueron
disueltos en etanol para obtener las soluciones stock. Para inyectar se diluyeron estas
soluciones en aceite de oliva. Como vehiculo se utilizé etanol disuelto en aceite de oliva. El
volumen inyectado nunca superd los 20 pl. Después de esperar el tiempo establecido para cada

experimento se procedié a sacrificar los ratones para la extraccion de muestras.
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Extraccion de DNA

Aproximadamente 0,5 cm fue cortado de cola de ratén. El pedazo de cola fue colocado en 600
ul de un buffer de disgregacion (50 mM Tris pH 8,0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS
y 1% de proteinasa K de 10mg/ml disuelta en 20 mM de Tris pH7,4 y 1mM de CaCl) en un
bafio a 55°C hasta la disgregacion. Luego se centrifug6 2 minutos a 10,000 rpm y se agregaron
450 ul de isopropanol a temperatura ambiente. La mezcla fue agitada y luego el pellet
formado se coloco en otro tubo. Se agregd 500 pl de etanol 70% en agua. Posteriormente se
eliminé el sobrenadante y el pellet se dejo secar. Una vez seco el pellet se agregd 100 ul de

agua libre de nucleasas.

Extraccion de RNA y generacion de cDNA

El RNA fue extraido usando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA), de acuerdo al protocolo
recomendado por el fabricante. Brevemente, 1x10° células fueron puestas en 1ml de Trizol y
fueron sonicadas. Posteriormente, se adiciond 200 ul de cloroformo y fueron centrifugadas a
12.000 rpm por 10 minutos. La fase acuosa fue extraida y traspasada a un nuevo tuvo, luego se
adiciond 1 ml de isopropanol y se incub6 a -20°C por 30 minutos, enseguida la muestra se
centrifugé a 12.000 rpm por 10 minutos, se elimind el sobrenadante y se adiciond 1 ml de
etanol 70% en agua DEPC, la muestra fue centrifugada, se eliminé el sobrenadante y se dejo
secar por 3 minutos. Luego se adiciono6 20 ul de agua DEPC y la muestra fue calentada a 65°C
por 5 minutos. EI RNA obtenido se almacend a -80°C hasta su utilizacion como molde para la
generacion de cDNA. El RNA fue cuantificado y luego se determiné su integridad en un gel
de agarosa al 1%. Para generar cDNA, se transformaron 2 pg de RNA, usando random

primers (Invitrogen, Carlsbad, CA) y M-MLYV Reverse Transcriptase (Primega, USA).
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PCR

El DNA obtenido desde la cola de ratones o el cDNA obtenido desde las muestras fue
amplificado por una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)
usando PCR master mix (Promega, USA) en 25ul de volumen final de reaccion. Las alicuotas
de producto de PCR fueron corridas en geles al 3% agarosa con SYBR Safe™ DNA gel stain

(Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) corridos a 80 V.

Partidores especificos y protocolo de ciclos
Alelo wild type Lox
Sence 5-TGGGGAAGCAAAGTTGTAGG-3'
Antisence 5-TCTCTGGACCCCTTCTTCCT-3'
Ciclo 94°C por 3 minutos; 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos,
58°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos; 72°C por 2
minutos
Alelo Transgen Lox
Sence 5-TACTGCCGGGCCTCTTGCGGGG-3'
Antisence 5-TACTGGTGGGGAGGGGGAGAGATTACGAAGGC-3'
Ciclo 95°C por 15 minutos; 43 ciclos de: 95°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos; 72°C por 15

minutos



Alelo wild type Cre
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5-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3'
5-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3'
94°C por 3 minutos; 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos,

60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; 72°C por 2 minutos

5-GTGCAAGCTGAACAACAGGA-3'
5-AGGGACACAGCATTGGAGTC-3'
94°C por 3 minutos; 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos,

60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; 72°C por 2 minutos

S-GTTGGTGAGCCTGACTCTA-3'
5-CCTCTTGTGGAGACTTGA-3'

94°C por 2 minutos; 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos,
60°C por 45segundos, 72°C por 1 minuto; 72°C por 2

minutos

5-ATCCACGACTGGGACCAG-3'
5-AAGCTTCTGCCGCTGTTTC-3'
94°C por 2 minutos; 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos,
60°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto; 72°C por 2

minutos
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GAPDH
Sence 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'
Antisence 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'
Ciclo 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos,
60°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto; 72°C por 2

minutos

Histologia de testiculos

Los testiculos de raton fueron fijados en solucion de Bouin (15 partes de solucién acuosa de
acido picrico, 5 partes de formaldehido y una parte de &cido acético glacial). Los tejidos se
fijaron por lo menos durante una noche a temperatura ambiente. Luego, fueron incluidos en
parafina, se obtuvieron cortes de 5 um y se montaron en portaobjetos silanizados. Los cortes

fueron des-parafinados través de una bateria de alcohol-xilol.

Aislacion de espermatocitos

Se sigui6 el protocolo descrito por Bustamante et al. (Bustamante-Marin et al., 2012).
Brevemente, al menos tres testiculos por muestra de ratones de 21 dias fueron decapsulados y
colocados en medio KHB (120 mM NaCl, 24 mM NaHCOg, 2,4 mM KCI, 0,5 mM CaCL,, 1,6
mM MgCl,, 1,6 mM KH,PO,4, 10 mM Hepes) suplementado con 5 mM Lactato, 0,4 pg/ml
DNAsa, 0,5 mg/ml Colagenasa I. Las muestras fueron invertidas hasta obtener la digestion del
tejido. Luego, los tabulos seminifero fueron lavados 3 veces con medio KHB suplementado
con 5 mM Lactato. Después de agregd 0,4 pg/ml de DNAsa y se disgregaron los tubulos

seminiferos con una aguja de 21G. Las celulas aisladas fueron filtradas usando mallas de
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nylon de con perforaciones de 140 y 70 um de diametro. Las muestras fueron centrifugadas a
3.000 rpm por 3 minutos. Posteriormente las muestras fueron resuspendidas en medio KHB
suplementado con 5 mM Lactato, 0,4 pg/ml DNAsa, 0,7 % peso/volumen de BSA y 5 % de
Percoll. Los espermatocitos fueron purificados mediante una gradiente de Percoll luego de ser
centrifugados a 3.000 rpm durante 30 minutos. Los espermatocitos corresponden a las células
encontradas en la interfase de 25 % y 30 %. Los espermatocitos recuperados se lavan 3 veces

con medio KHB suplementado con lactato 5 mM.

Extraccion de espermatozoides

Después de sacrificar los machos por dislocacion cervical, se extrajeron los cauda
epididimales y conductos deferentes, trasladandolos a una capsula Petri con 300 pl de medio
Whittingham modificado (99,2 mM NaCl, 2,69 mM KCI, 0,5 mM MgCI2, 0,314 mM
Na2HPO4, 1,79 mM CaCl2, 10 mM de Hepes, 21,5 mM lactato de sodio, 0,5 mM piruvato de
sodio, 5,5 mM glucosa, 0,063 mg/ml penicilina sédica y 0,050 mg/ml estreptomicina) (Fraser
and Drury, 1975) por 15 min a 37°C, permitiendo la salida de los espermatozoides por swim

out.

Inmunofluorescencia

Los cortes de tejido fueron des-parafinados a través de una bateria de xilol y luego hidratados
a traves de una bateria de alcohol y luego lavados con PBS. O los espermatozoides aislados
fueron fijados en 4% de paraformaldehido en PBS (pH 7,4) por 15 minutos a 4°C y luego
permeabilizados con metanol frio por 5 minutos. Luego los espermatozoides fueron colocados

en un portaobjetos silanizado. El siguiente protocolo es el mismo para los cortes de tejido o los
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espermatozoides. Para prevenir uniones inespecificas, las muestras fueron tratadas con 3% de
BSA en TBS con 0,1% de Tween-20 por 1 hora. El anticuerpo primario contra ADAM17 o
contra caspasa-3 activa, diluido 1:250 en 3% de en TBS con 0,1% de Tween-20, fue colocado
en la muestra a una concentracién de 1mg/ml e incubado a 4°C toda la noche en una camara
himeda. Luego, los portas fueron lavados tres veces por 10 minutos en TBS con con 0,1% de
Tween-20. Luego el anticuerpo anti-rabbit FITC diluido 1:250 en 3% de BSA en TBS con
0,1% de Tween-20 fue aplicado a las muestras y fue incubado por 1 hora a temperatura
ambiente. Después, los portas fueron lavados tres veces por 10 minutos en TBS con con 0,1%
de Tween-20. Finalmente, las muestras fueron montadas con Fluoromont® (Sigma, St Louis,
MO) y observadas en el microscopio Nikon Eclipse E200 (Tokyo, Japén) y las fotografias

fueron tomadas con una cdmara digital CMOS 519 (Microscope America, Inc, Atlanta, USA).

Extraccion de proteinas y Western Blot

La extraccion de proteinas fue realizada por homogenizacién de testiculos aislados
decapsulados, o espermatozoides aislados o células aisladas en un buffer que contiene 1 M
NaCl, 2 mM Tris-HCI pH 7,4 mas un céctel de inhibidores (Sigma St Louis, MO, USA) que
contiene 2 mM AEBSF [4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonylfluoride hydrochloride], 0,3 mM
aprotinina, 130 mM clorhidrato de bestatina, 14 mME-64, 1 mM EDTA, y 1 mM leupeptina.
Las muestras fueron sonicadas y centrifugadas por 10 minutos a 1.200 rpm a 4°C. Las
muestras fueron corridas en un gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) bajo condiciones
denaturantes y reductoras, y luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 350 mA por
2 horas. La membrana fue bloqueada con un buffer que contiene con 3% peso/volumen de

leche descremada, 0,1 Tween-20 en TBS, pH 7,4, y luego incubado toda la noche a 4°C con
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uno de los siguientes anticuerpos: anti-ADAM17 (0,3 mg/ml), anti-SCP-3 (0,3 mg/ml), anti-
PARP-1/2 (0,2 mg/ml) y anti-p-actina (0,3 mg/ml) como control de carga. Después las
membranas fueron lavadas 3 veces con TBS-0,1% Tween-20 por 10 min y luego se incubd el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (KPL,Gaithersburg, MD) diluido
1:3.000 en la solucion de blogueo por 1 hora a temperatura ambiente. Las bandas de proteinas
fueron reveladas usando un kit de electroquimioluminiscencia (PerkinElmer Inc., Waltham,

USA).

Radioinmuno ensayo

Los ratones fueron anestesiados con ketamina:xilazina (1 mg/kg: 750 mg/kg) intraperitoneal.
La sangre fue extraida con una jeringa tuberculina directo del corazén. Luego el raton fue
sacrificado por dislocacion cervical. Para obtener el suero la sangre se dejé decantar toda la
noche a 4°C. Luego, la muestra se centrifugd y se obtuvo el suero. Las muestras de suero
fueron entregadas a la unidad de RIA del departamento de Fisiologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad Catolica de Chile para determinar los niveles

de estradiol y testosterona.

Tincion con acido peryddico de Schiff

Los cortes de tejido fueron des-parafinados a través de una bateria de xilol y luego hidratados
a través de una bateria de alcohol y luego lavados con PBS. Posteriormente las muestras
fueron tratadas por 10 min con una solucion de 0,5% peso/volumen de acido peryddico.
Luego, se lavaron con agua destilada y se incubaron con el reactivo de Schiff (0,5 %

peso/volumen de fucsina basica, 10% de HCI 1N, 0,5 % peso/volumen de Na,S,0s y 0,05%
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peso volumen de carbono vegetal activado) por 30 minutos a temperatura ambiente apartado
de la luz. Después, las muestras se lavaron dos veces por 5 minutos con el buffer de lavado
(5% de HCI 1N y 0,5% peso/volumen de Na,S,0s). Finalmente se lavaron con agua destilada,
se tifieron los nucleos con hematoxilina, se des-hidrataron y fueron montados en Entellan®
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Las fotografias fueron tomadas en el mediante el
equipo Hamamatsu NanoZoomer Digital Pathology (NDP), cuyo servicio lo entrega el
departamento de Microscopia Virtual del Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo de

la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Capacitacién de espermatozoides e induccion de Reaccion del Acrosoma

Una vez que los espermatozoides fueron extraidos desde el cauda del epididimo, se separaron
4 alicuotas de espermatozoides, 1) Tiempo cero para evaluar la RA espontanea, 2) MC (Medio
Capacitante: 99,2 mM NaCl, 2,69 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 0,314 mM Na;HPQOy, 1,79 mM
CaCl,, 25 mM NaHCOs3, 21,5 mM lactato de sodio, 0,5 mM piruvato de sodio, 55 mM
glucosa, 0,063 mg/ml penicilina sddica, 0,050 mg/ml estreptomicinay 3% BSA) para evaluar
la RA espontanea después de 120 minutos de capacitacion, 3) Vehiculo (Etanol) para evaluar
la RA después de 120 minutos de capacitacion en donde en los ultimos 30 minutos se les
agrega el vehiculo, y 4) P4 para evaluar la RA después de 120 minutos de capacion en donde
en los Gltimos 30 minutos se agrega P4 40 uM para inducir la RA. Para la capacitacién in
vitro, los espermatozoides se resuspendieron en MC e incubaron en gotas bajo aceite mineral,
a 37°C y 5% CO2, durante 90 minutos. Pasado este tiempo se les agregé MC, vehiculo o P4

por 30 min.
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Tincién con Azul de Comassie para determinar RA

Cada muestra se fijé en 4% de paraformaldehido en PBS (pH 7,4) durante 15 minutos a 4°C.
Luego las muestras se centrifugaron a 3.000 rpm y se lavaron 3 veces con acetato de amonio
0,1 M (pH 9,0). Las muestras se extendieron en portaobjetos silanizados y se dejaron secar a
37°C. Posteriormente se realizaron lavados sucesivos de 5 minutos con metanol y agua
destilada y se tifieron con azul de Coomassie-G250 por 2 minutos. Finalmente las muestras se
montaron en Entellan® (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Las muestras se miraron en
el microscopio Olumpus CX31 (Tokyo, Japén) y se cuantificaron al menos 200

espermatozoides por muestra.

Analisis de TUNEL

La fragmentacién de DNA fue evaluado por el analisis de TUNEL en cortes des-parafinado de
testiculo de raton. El kit DeadEndTM Fluorometric TUNEL System, obtenido desde Promega
(Madison, WI, USA) fue usado de acuerdo a las instrucciones del manufacturante. Las
muestras fueron observadas en el microscopio Nikon Eclipse E200 (Tokyo, Japdn) y las
fotografias fueron tomadas con una cdmara digital CMOS 519 (Microscope America, Inc,
Atlanta, USA). Las células TUNEL positivas, visualizadas como células verdes, fueron
cuantificadas en cada seccion de tejido contando el nimero de células TUNEL positivas por
cada seccion de tubulo seminifero en areas tomadas al azar. Se contaron en total al menos 100

tubulos seminiferos de tres ratones diferentes.
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Cultivos celulares

Las lineas celulares GC-1 (proveniente de espermatogonias y espermatocitos de raton), TM4
(proveniente de células de Sertoli de raton) y LnCap (proveniente de cancer de prostata
humana) fueron cultivadas en medio DMEM-F12 suplementado con 10% de FBS y 10% de
antibiotico antimicotico (100X), pH 7,2 a 37%C y 5% de CO,. El medio de cultivo de cada
botella fue cambiado cada 2 dias. Para cada experimento se plaquearon 2 x 10° células por
pocillo en placas de 6 pocillos, lo que equivale a una confluencia de un 80%. Por otro lado los
fibroblastos embrionarios de raton fueron cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con
10% de FBS y 10% de antibidtico antimicoético (100X), pH 7,2 a 37%C y 5% de CO.. El
medio de cultivo de cada placa fue cambiado cada 2 dias. Para cada experimento se
plaquearon 0,5 x 10° células por pocillo en placas de 24 pocillos, lo que equivale a una

confluencia de un 80%.

Transfeccion de células

Las lineas celulares GC-1, TM4 y LnCap y los fibroblastos embrionarios de raton fueron
transfectadas con los plasmido (AP)-NRG 1, (AP)-TNFa, (AP)-TGFa, (AP)-HB-EGF o
(AP)-BTC gentilmente donados por el Dr. Carl Blobel (Hospital for Special Surgery, New
York, USA), el shRNA contra el mensajero de la ADAM17 de ratén gentilmente donado por
el Dr. Yan (Tongji Medical College, Wuhan, China) (Yan et al., 2009) o el shRNa contra el
mensajero de la ADAM17 humano obtenido desde Qiagen (Venlo, Holanda). Para esto se
sembraron las células con un 80% de confluencia, luego de 12 horas, las células se deprivaron
de medio completo por 1 hora. Posterior a eso, las células fueron cultivadas 6 horas con el

complejo DNA-LipofectAMINE 2000, y finalmente las células se mantuvieron por 24 horas
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en DMEM-F12 o RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS y 10% de antibidtico

antimicético (100X).

Generacion de Linea Celular que Exprese Establemente (AP)-NRG 1

Se realizaron cultivos celulares de células LnCap transfectadas con el plasmiodio (AP)-NRG
B1 en placas de 6, a una confluencia de un 80%, por dos semanas con diferentes
concentraciones del antibi6tico zeocina: 50, 100, 200, 400 mg/ml. Luego de este tiempo, se
tomaron alicuotas de 1 ml de células y se mezclaron con 0,6 pl de azul tripan. Finalmente, se
contaron las células en una cdmara de Neubauer para evaluar la viabilidad celular. La
concentracion del antibidtico zeocina a la cual se observé un menor porcentaje de viabilidad se
utiliz6 para seleccionar las células que hayan incorporado el plasmidio. Luego de saber cual es
la concentracién de antibi6tico zeocina minima necesaria para generar una mayor cantidad de
muerte celular. Las células transfectadas con el plasmidio (AP)-NRG B1 fueron cultivadas en
placas de 6, con una confluencia de un 80%, por 2 semanas con el antibiético zeocina. Luego,
fueron traspasadas a botellas de cultivo para que las células seleccionadas proliferen. Siempre

cultivadas con medio completo suplementado con zeocina.

Estimulacion de células con BFA y NF y ensayo de actividad de fosfatasa alcalina

Cultivos celulares (con un 90% de confluencia) de las células que hayan sido transfectadas con
los diferentes plasmidios fueron expuestas a diferentes concentraciones de BFA y NF a
distintos tiempos. Posteriormente, el medio de las células tratadas y de los controles se incubo

por 1 hora con el kit p-NPP (4:1), el cual es un sustrato colorimétrico y soluble de la fosfatasa
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alcalina. La actividad de fosfatasa alcalina es detectada por un espectrofotometro a 450 nm

(ELX800TM, BioTek, USA).

Ensayo de microarreglo de proteinas fosfoquinasas

Para este ensayo se utiliz6 un kit de microarreglo obtenido desde R&DSystem
(Mineapolis,USA) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, 600 pg de
proteinas obtenidas desde las células LnCap estimuladas por 15 min con Vehiculo (etanol),
100 uM BFA o0 50 uM NF fueron incubadas por tola la noche a 4°C en la membrana
incorporada en el kit previamente bloqueada durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego la
membrana se lavd 3 veces por 10 minutos con el buffer de lavado incorporado en el kit.
Después las membranas se incubaron 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos
incluidos en el kit y se posteriormente se lavaron 3 veces por 10 minutos con el buffer de
lavado. Luego la membrana se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente con el
anticuerpo estreptavidina acoplado a peréxido de rdbano y posteriormente se lavd 3 veces por
10 minutos con el buffer de lavado. Luego las membranas fueron incubadas con el reagente

Mix incorporado en el kit y fueron expuestas en un film.

Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

Las células TM4 o LnCap fueron tripsinizadas y lavadas en PBS, luego fueron centrifugadas
por 5 minutos a 1.200 rpm Yy el pellet fue resuspendido en 200 ul de PBS. Luego las células
fueron fijadas con etanol 70% al menos 1 hora a 4 °C y posteriormente centrifugadas por 5
minutos a 1.200 rpm. Después el pellet fue lavado 3 veces con PBS tras centrifugaciones de 5

minutos a 1.200 rpm. Luego el pellet fue resuspendido en 250 ul de buffer de ciclo (0,1%
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Triton-100, 20 pg/ml RNAsa y 2 pug/ml de ioduro de propidio en PBS). Las muestras fueron
analizadas dentro de los 10 minutos despues de afadir el buffer de ciclo en un citometro de
flujo (FAScanto) y 10.000 eventos fueron adquiridos por cada muestra. Todos los datos fueron

analizados con el programa FCS express V4.0 (DeNovo Software, Los Angeles).

Ensayo de apoptosis por exposicion de Anexina V

Las células TM4 o LnCap fueron tripsinizadas y lavadas con PBS frio tres veces. Para este
ensayo se utilizé el kit Annexin V: FITC apoptosis detection kit Il. Brevemente, las muestras
fueron centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos y el pellet se diluy6 en 100 ul de PBS, luego
se agrego 5 pl de Anexina V acoplado a FITC y 5ul de ioduro de propidio y se incub6 por 15
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Después se afiadio 400 ul de binding buffer 1X
incluido en el kit. Las muestras fueron analizadas dentro de los 10 minutos después de afadir
el binding buffer 1X en un citémetro de flujo (FAScanto) y 10.000 eventos fueron adquiridos
por cada muestra. Todos los datos fueron analizados con el programa FCS express V4.0 (De

Novo Software, Los Angeles).

Analisis estadistico
Nuestros experimentos fueron realizados con un minimo de 3 experimentos independientes.
Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Graphpad 5, utilizando los anélisis

de ANOVA o t-student como test primario.
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RESULTADOS

1. Determinar la participacion de la ADAM17 de las células germinales masculinas

meioticas y post-meidticas sobre la apoptosis de estas células in vivo.

Para la generacion del raton knock out de ADAM17 en células germinales masculinas
(AD17KO-GC) fue necesario generar cruzas de ratones Adam17tm1.2Bbl, es decir ratones
cuyo gen flanqueado por LoxP es adam17, y ratones Tg(Stra8-cre)1Reb/J, donde la expresion
de la enzima Cre esta bajo el promotor del gen stra8 (stimulated by retinoic acid 8). Desde
ahora estos ratones seran llamados ADAM17"°¥ y Stra8Cre, respectivamente. Los ratones
ADAM17"°* inyolucran las cepas 129P2/OlaHsd y C57BL/6, mientras que los ratones

Stra8Cre involucran la cepa FVB.

Stra8 es un gen especifico de la linea germinal masculina y femenina. En machos es
transcrito en espermatogonias en etapa temprana en los testiculos postnatales la cual persiste
en las células germinales premeioticas durante la adultez (Oulad-Abdelghani et al., 1996). El
grupo de Sadate-Ngatchou creadores el raton Stra8Cre describieron que cre se expresa s6lo en
machos y comienza en el dia postnatal 3 en las espermatogonias en etapa temprana y se
detecta en los espermatocitos en estadio de preleptoteno (Sadate-Ngatchou et al., 2008). Es por
esta razon, que el raton creado en esta tesis pierde a la ADAM17 solo en las células meioticas

y post-meidticas.
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Para el desarrollo de esta tesis se trabajé con ratones wild type, StraBCre;ADAM17*/

0 heterocigotos y Stra8Cre;ADAM17'?2 o AD17KO-GC. Cruzando machos Stra8Cre con
hembras ADAM17'%/ se generaron los ratones Stra8Cre;ADAM17'. Cuando se cruzaron
ratones machos Stra8Cre;ADAM17"'% con hembras ADAM17'/"% ¢| rat6n resultante es
Stra8Cre;ADAM17"°¥*, los cuales contienen un alelo flox y un alelo flox recombinante en sus

células meioticas y post-meioticas (Fig. 1).

© ADAM1710x/ox

X | © Apam170ovior

Figura 1: Generaciéon de ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17""* 'y
Stra8Cre;ADAM17"A,

Machos Stra8Cre fueron cruzados con hembras ADAM17'"/* para generar ratones
Stra8Cre;ADAM17"" Machos Stra8Cre;ADAM17""¢ fueron cruzados con hembras
ADAM17""'°% para generar ratones Stra8Cre;ADAM17"¥2,
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Los alelos wild type, flox y cre fueron genotipificados usando PCR. Para el alelo flox
se obtiene una Unica banda de aproximadamente 850 pb, mientras que su wild type
corresponde a una unica banda de aproximadamente 218 pb. Por otro lado, para el alelo Cre se
obtiene una banda de 174 pb y para su control de 324 pb (Fig. 2). En el ratdén wild type se
observa la presencia de las bandas transgen y wild type de para el alelo lox, mientras que sélo
se observa la presencia de la banda wild type y no la transgen para el alelo Cre. Por otro lado,
en raton Stra8Cre;ADAM17""% también la presencia de las bandas transgen y wild type de
para el alelo lox, sin embargo se observa la presencia delas bandas wild type y transgen del
alelo cre. Por Ultimo, el ratén Stra8Cre;ADAM17'°“* presenta sélo la banda transgen del alelo

lox y las bandas wild type y transgen del alelo cre.

Alelo Wild Type Cre
Alelo Transgen Cre

Alelo Transgen Lox

Alelo Wild Type Lox

Figura 2: Genotipeo de ratones.

PCR convencional para genotipeo de ratones wild type (1), Stra8Cre;ADAM17"' (2) y
Stra8Cre;ADAM17'¥2 (3). En el rat6n wild type (1) se observa la presencia de las bandas
transgen y wild type de para el alelo lox, mientras que so6lo se observa la presencia de la banda
wild type y no la transgen para el alelo Cre. En cambio, en ratén Stra8Cre;ADAM17*"% sj se
observa la presencia del transgen del alelo cre (2). Por ltimo, el ratén Stra8Cre;ADAM17"¥4
presenta las bandas transgen de los alelos cre y lox, pero no se observa la presencia de la
banda wild type del alelo lox.
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Para evaluar si efectivamente no existia presencia de la proteina ADAM17 en ceélulas
meidticas y post-meioticas se realizd inmunofluorescencia y western blot. En cortes
transversales de testiculo de ratén wild type y Stra8Cre;ADAM17*™ de 60 dias de edad, la
inmunoreaccion en contra de la ADAML17 fue en todo el tibulo seminifero, observandose
principalmente en células pre-meiéticas (flecha) y en células post-meidticas (cabeza de
flecha). Por otro lado, en los ratones Stra8Cre;ADAM17"2  no se observé la inmunoreaccion
en las células post-meidticas confirmando asi que son ratones knock out condicionales para la
ADAM17 en las células post-meidticas (Fig. 3). En estos ratones se pudo observar
inmunoreaccion en células de la base de los tabulos seminiferos, que corresponden a
espermatogonias, y en la superficie de la célula de Sertoli que se proyecta hacia el lumen del

tubulo seminifero.
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Stra8Cre

Stra8Cre _
Negativo ADAM17'9¥2 aApam17*iox Wild Type

Control

Figura 3: Localizacién de la ADAML17 en testiculo de raton.

Localizacion por inmunofluorescencia de la ADAML17 (verde) en cortes transversales de
testiculo de ratén wild type, Stra8Cre;ADAM17* y Stra8Cre;ADAM17'°¥2. En los tres tipos
de ratones se observa tincion en el contorno de células pre-meidticas (flecha), mientras que las
células post-meidticas se encuentran solo marcadas en los ratones wild type y
Stra8Cre;ADAM17"""% (cabeza de flecha). Imagen de la derecha representa una magnificacion
del cuadrado rojo en imagen izquierda. Barra imagen izquierda 70um. Barra imagen derecha
30um.
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Ademas, se realizd inmunofluorescencia contra la ADAML7 en espermatozoides
obtenidos desde el epididimo en los tres tipos de ratones de 120 dias de edad, observandose
una inmunorreaccioén tanto en la cabeza (flecha) como en la cola (cabeza de flecha) de los
espermatozoide de los ratones wild type y Stra8Cre;ADAM17*"%* sin embargo, esto no se
observa en el espermatozoide obtenido de ratones Stra8Cre;ADAM17'¥“  confirmando
nuevamente que son ratones knock out condicionales para ADAML17 en las células post-

meioticas, incluyendo el producto final de la espermatogeénesis, el espermatozoide (Fig. 4).
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Nlox Wild Type

Stra8Cre;

Stra8Cre;
Negativo ADAM17°¥2 ADAM17"

Control

Figura 4: Localizacion de la ADAML17 en espermatozoide de raton.

Localizacién por inmunofluorescencia de la ADAM17 (verde) en espermatozoides obtenido
desde el epididimo de ratén wild type, Stra8Cre;ADAM17*™ y Stra8Cre;ADAM17"°¥* de
120 dias de edad. En los ratones wild type y Stra8Cre;ADAM17*"'% se observa tincion en la
cabeza (flecha) y cola (cabeza de flecha) del espermatozoide. No se observa tincion para
ratones Stra8Cre;ADAM17'““. Imagen de la derecha representa una magnificacion del
cuadrado rojo en imagen izquierda. Barra imagen izquierda 20pm. Barra imagen derecha 4um.
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Para corroborar el resultado obtenido por las inmunofluorescencias, se detectaron los
niveles proteicos de la ADAM17 en espermatocitos aislados (células en meiosis) y en
espermatozoides de ratones de 21 y 120 dias de edad, respectivamente, mediante western blot.
En los espermatocitos (Fig. 5A) y espermatozoides (Fig.5B) de ratones wild type se observé
una banda definida de la ADAML17 pero los niveles proteicos disminuyeron notablemente en
los ratones Stra8Cre;ADAM17*™ y practicamente se observé una total ausencia de la banda
en los ratones Stra8Cre;ADAM17°2, Como control de carga se utilizé una proteina general
como B-actina y SCP3, que estd presente en el complejo sinaptonémico y es un control

positivo para células meioticas.
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ADAM17 total
ADAM17 madura

SCP3

B-actina

ADAM17 total
ADAM17 madura

B-tubulina

Figura 5: Niveles proteicos de la ADAM17 en espermatocitos y espermatozoides aislados
de raton.

(A) Niveles proteicos de la ADAML17 total (con prodominio) y madura (sin prodominio)
(panel de arriba), SCP3 como marcador de espermatocitos (panel del centro) y B-actina como
control de carga (panel de abajo) en espermatocitos aislados de ratones wild type (1),
Stra8Cre;ADAM17""% (2) y Stra8Cre;ADAM17"¥ (3) de 21 dias de edad mediante gradiente
de percoll. Se observa la presencia de la ADAML17 en ratones wild type, la cual disminuye en
los ratones Stra8Cre;ADAM17*°* y desaparece en los ratones Stra8Cre;ADAM17"°¥4. SCP3
mantiene los niveles en los tres tipos de ratones. (B) Niveles proteicos de la ADAM17 total
(con prodominio) y madura (sin prodominio) (panel de arriba), y B-tubulina como control de
carga (panel de abajo) en espermatozoides aislados desde el epididimo de ratones wild type
(1), Stra8Cre;ADAM17"1%* (2) y Stra8Cre;ADAM17"°¥* (3) de 120 dias de edad. Se observa
la presencia de la ADAM17 en ratones wild type, la cual disminuye en los ratones
Stra8Cre;ADAM17*/" y desaparece en los ratones Stra8Cre;ADAM17"¥4,
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Estos resultados indican que se logré generar un ratén knock out de la ADAM17

especifico para tejido y tipo celular.

Para determinar si la ADAML7 participa en el desarrollo de la espermatogénesis del
raton, como primera aproximacion se calculd el porcentaje del peso testicular en comparacion
al peso corporal a los 21 y 60 dias de edad en los ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17*™y
Stra8Cre;ADAM17"°Y*, Los porcentajes para los ratones de 21 dias fueron de 0,52+0,01%,
0,5240,01% vy 0,43+0,02% para los ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17"'™ y
Stra8Cre;ADAM17"¥2, respectivamente (Fig. 6A). Mientras que para los ratones de 60 dias
de edad fueron 0,77+0,01%, 0,70+0,01% y 0,60£0,01%, respectivamente (Fig. 6B), lo que
significa una disminucion en un 17,3% y un 22,1% en el peso testicular de los ratones
Stra8Cre;ADAM17'°¥* tanto a los 21 dias de edad como en los adultos, respectivamente. A
diferencia de los heterocigotos (que sélo pierden un alelo de la adam17) donde se observa una
disminucion del 9,1% del peso testicular s6lo en los ratones adultos. Esto podria sugerir que la

ADAML17 participa en el desarrollo de la espermatogénesis, donde el efecto de su ausencia

total o parcial se observa principalmente en la adultez.
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Figura 6: Disminucién del porcentaje del peso relativo testicular en ratones
Stra8Cre;ADAM17"°* a los 21 y 60 dfas.

Porcentaje relativo del peso de ambos testiculos respecto al peso corporal en los ratones wild
type, Stra8Cre;ADAM17"'% y Stra8Cre;ADAM17'““de 21 (A) y 60 (B) dias de edad. Se
observa una disminucion del peso testicular en los ratones Stra8Cre;ADAM17'% a los 21
dias de edad, mientras que en los ratones de 60 dias de edad se observa una disminucién tanto
en los ratones Stra8Cre;ADAM17*"™ como en los Stra8Cre;ADAM17'2. Anélisis de
ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. *p<0,05. N=13 y 28
para los ratones de 21 y 60 dias, respectivamente. Cada valor corresponde al promediox SEM.

Para determinar si la ausencia de la ADAM17 en células germinales masculinas
provoca alteraciones histolégicas en la espermatogénesis se analizaron cortes transversales de
testiculos tefiidos con hematoxilina-eosina de los ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17*™y
Stra8Cre;ADAM17"Y* a los 21 y 60 dias de edad (Fig. 7). Se observé vacuolizacion en la

base del epitelio seminifero (posiblemente hay una falla en la formacion de la barrera

hematotesticular) (Fig. 7(1)), alteraciones en la localizacion de los tipos de células germinales
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(Fig. 7(2)) y disminucion de la altura del epitelio seminifero (Fig. 7(3)), lo que no se observd

en los ratones wild type y Stra8Cre;ADAM17*1%.

Wild Type

+/lox

; Stra8Cre
lox/A ADAM17

Stra8Cre
ADAM17

Figura 7: La ausencia de la ADAML17 en células germinales post-meiéticas masculinas
provoca alteraciones histoldgicas en el epitelio del tubulo seminifero.

Cortes transversales de testiculos de ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17*"* 'y
Stra8Cre;ADAM17"°Y* de 21 y 60 dias de edad. Se observa alteraciones en el epitelio del
tbulo seminifero en los ratones Stra8Cre;ADAM17'“* de ambas edades. Observandose con
mas detalle, los ratones Stra8Cre;ADAM17"°¥* presentan vacuolizacion en la base del epitelio
seminifero (1), alteracion de localizacion de células germinales (2) y disminucién de la altura
del epitelio seminifero (3). Barra 50 um.



62

En vista a los cambios histolégicos observados en los ratones Stra8Cre;ADAM17°¥4
tanto a los 21 dias de edad como en los adultos, se entr6 en mas detalle y se cuantificaron
parametros histoldgicos del testiculo, como el diametro del tabulo seminifero, la altura del
epitelio seminifero y el didmetro del lumen del tabulo seminifero, tanto en ratones wild type,

Stra8Cre;ADAM17"" como Stra8Cre;ADAM17°2 (Fig. 8).

El diametro del tdbulo seminifero fue similar entre los ratones wild type y
Stra8Cre;ADAM17"/¢ (187,1+1,83 y 185,6+1,96 um, respectivamente), mientras que en los
Stra8Cre;ADAM17"YA este parametro fue de 157,74#2,17 pm, lo que representé una
disminucion en un 15,7% (Fig. 8A). La altura del epitelio seminifero fue de 56,45+0,78 um,
en ratones wild type, mientras que resultd ser significativamente menor en los
Stra8Cre;ADAM17""% (53,25+0,76 um) y en los Stra8Cre;ADAM17"°Y* (48,28+0,82 pm),
con una reduccién en un 14,5% (Fig. 8B). El didmetro del lumen del tubulo seminifero fue de
74,18+1,87, 79,44+1,72 y 61,90+£1,68 um, respectivamente en los ratones wild type,
Stra8Cre;ADAM17""y Stra8Cre;ADAM17"¥2, respectivamente (Fig. 8C). La disminucion

en estos parametros se correlaciona con el peso testicular observado en estos ratones (Fig. 6A).

Por otro lado, en los ratones adultos de 60 dias, el diametro del tubulo seminifero fué
de 254,4+1,64, 232,1+1,56 y 217,2+1,6 pm en ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17"* y
Stra8Cre;ADAM17"Y*, respectivamente (Fig. 8D). La altura del epitelio seminifero fue de
79,40+0,78, 76,24+0,77 y 65,27£0,80 um, respectivamente (Fig. 8E). Mientras que el
didmetro del lumen del tabulo seminifero fue de 175,0+1,52, 155,9+1,69 y 151,9+1,68 pum,

+/lox

respectivamente (Fig. 8F). Por lo tanto, tanto los ratones Stra8Cre;ADAM17™" como los
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Stra8Cre;ADAM17"°Y* presentaron una diminucién de un 8,8% y 14,6% en el diametro del
tubulo seminifero, de un 4,0% y 17.79% en la altura del epitelio y de un 10,9% y 13,25% en el
diametro del lumen del tabulo seminifero, respectivamente a los 60 dias de edad respecto a los
ratones wild type, lo que también se correlaciona con la disminucion del peso testicular a esa
edad (Fig. 6B). Ademas, esto sugiere que con el aumento de la edad se observa un mayor
efecto negativo en el desarrollo de la espermatogénesis cuando no se encuentra presente la

ADAML1Y7 en las células meidticas y post-meioticas.
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Figura 8: La ausencia de la ADAML17 en células germinales meioticas y post-meidticas
masculinas provoca alteraciones en los parametros histolégicos del testiculo.

Diametro del tabulo seminifero (A y D), altura del epitelio del tubulo seminifero (B 'y E) y
diametro del lumen del tibulo seminifero (C y F) en ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17 71
y Stra8Cre;ADAM17"¥2 de 21 y 60 dias de edad. Analisis de ANOVA como test primario y
andlisis de Tukey como test secundario. *p<0,05. N=3. Se cuantificaron al menos 100 tubulos
por cada N. Cada valor corresponde al promedio£SEM.
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Por otro lado, para determinar si la disminucion en el peso testicular se pudiese deber a
algun desbalance endocrino, se cuantificdé mediante Radio Inmuno Ensayo (RIA), los niveles
plasmaticos de testosterona y estradiol en los ratones wild type, Stra8Cre;ADAM1771%% y
Stra8Cre;ADAM17"¥* a los 21 dias de edad. Los niveles de testosterona fueron de
547,3+32,01, 430,2+32,63 y 370,1£20,68 (pg/ml), respectivamente, observandose una
disminucion significativa de un 32.4% en los niveles de esta hormona en los machos
Stra8Cre;ADAM17"Y* comparado con los wild type (Fig. 9A). Por otro lado, los niveles
plasmatico de estradiol en suero tuvieron una tendencia opuesta a los niveles de testosterona,
donde los niveles séricos del estradiol fueron 42,77+1,37, 50,66+3,11 y 62,25+8,69 (pg/ml)
para los ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17*1 y Stra8Cre;ADAM17'°¥, observandose un
incremento significativo de un 455% los niveles de estradiol en los ratones
Stra8Cre;ADAM17'°¥* comparado con los ratones wild type (Fig. 9B). Por lo tanto, la
ausencia de ambos alelos de la adaml7 en células germinales masculinas (ratones

Stra8Cre;ADAM17'/4) provoca una disminuciénde testosterona y un aumento de estradiol.
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Figura 9: La ausencia de la ADAM17 en células germinales masculinas meidticas y post-
meidticas altera los niveles en suero de la hormona testosterona y estradiol.

Niveles en suero de la hormona testosterona (A) y estradiol (B) de ratones wild type,
Stra8Cre;ADAM17""¢ 'y Stra8Cre;ADAM17°¥* de 21 dias de edad. Se observa una
disminucion en los niveles plasmaticos de testosterona y un aumento de estradiol en los
ratones Stra8Cre;ADAM17'2. Analisis de ANOVA como test primario y analisis de Tukey
como test secundario. #p<0,05. N=5 y 6 para ratones wild type, N=17 y 10 para ratones
Stra8Cre;ADAM17""%¢ y N=3 y 4 para los ratones Stra8Cre;ADAM17"°Y* para las mediciones
de testosterona y estradiol, respectivamente. Cada valor corresponde al promedio£SEM.

Para determinar si la ADAML17 participa en la apoptosis fisiologica de las células
germinales, se utilizaron ratones macho wild type, Stra8Cre;ADAM17* 'y
Stra8Cre;ADAM17"Y* de 21 dias de edad y se evalué apoptosis mediante cuantificacion de

células picndticas y células caspasa-3 activa positivas por tdbulo seminifero.

Por tincion de acido peryodico de Schiffy hematoxilina (PAS-He), se determinoé el

indice de apoptosis, que es el nimero de células apoptéticas por tubulo seminifero. Las células



67

apoptoticas, son aquellas que se identifican por su forma esférica y apariencia picnotica
(concentrada y oscura, flechas en Fig.10), y que se ha descrito previamente que son células
positivas para TUNEL, es decir, poseen DNA fragmentado, uno de los ultimos eventos de la
apoptosis (Moreno et al., 2006). El indice apoptotico fue de 0,50+0,04, 0,43+0,05 en ratones
wild type y Stra8Cre;ADAM17*% respectivamente, el cual disminuyé significativamente en

un 50% (0,25+0,03) en los ratones Stra8Cre;ADAM17'¥ (Fig. 10).
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Figura 10: Disminucion del indice apoptotico en ratones Stra8Cre;ADAM1
indice apoptético de células germinales determinado por el nimero de células picnéticas por
tibulo seminifero mediante tincion PAS-He. Se observa una reduccion significativa del
namero de células picnéticasen condiciones fisioldégicas en los ratones de 21
diasStra8Cre;ADAM17"¥ respecto a los ratones wild typey Stra8Cre;ADAM17"'%%. Analisis
de ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. *p<0,05. N=3,
donde se cuantificaron al menos 100 tubulos por N. Cada valor corresponde al promedio+
SEM. Barra 50 pm.
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Algo similar se observé con la cuantificacion del nimero de células caspasa-3 activa

X tuvieron

positiva por tdbulo seminifero. Los ratones wild type y Stra8Cre;ADAM17
3,04+0,44 y 2,41+0,52 células caspasa-3 activa positiva por tabulo seminifero (flecha), lo que
se redujo significativamente en un 69,4% en los ratones Stra8Cre;ADAM17°“ observandose

valores de 0,93+0,21 células caspasa-3 activa positiva por tabulo seminifero (Fig. 11).
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Figura 11: Disminucion de células caspasa-3 activa  positiva en
ratonesStra8Cre; ADAM17'°¥4,

Numero de células caspasa-3 positiva por tdbulo seminifero determinado por
inmunohistoquimica. Se observa una reduccioén significativa el nimero de células caspasa-3
activa positiva en condiciones fisiologicas en los ratones de 21 dias de edad
Stra8Cre;ADAM17"Y2 respecto a los ratones wild typey Stra8Cre;ADAM17*" Las
imagenes de fluorescencia y contraste de fase fueron sobrelapadas para una mejor
visualizacion de las células apoptdticas. Analisis de ANOVA como test primario y andlisis de
Tukey como test secundario. *p<0,05. N=3, donde se cuantificaron al menos 100 tabulos por
N. Cada valor corresponde al promedio+SEM. Barra 50 pm.
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Por lo tanto, la ausencia de la ADAM17 en las células germinales meioticas y post-
meioticas es suficiente para prevenir la muerte fisiologica de células germinales en ratones de

21 dias de edad.

Debido a los dafios histoldgicos, desregulacion de los niveles hormonales y prevencion
de apoptosis de células germinales observadas en el ratén Stra8Cre;ADAM17'¥ se determiné
si los dafios de la espermatogénesis observados en estos ratones se ven reflejados en el
producto final de la espermatogénesis, que son los espermatozoides. Para ello se determind:
(1) la concentracién de espermatozoides, como un parametro de funcionalidad de la
espermatogénesis (Bonde et al., 1998; Sharpe, 2012); y (2) el porcentaje de la reaccién
acrosomica (RA) espontanea e inducida, como un parametro de funcionalidad del
espermatozoide (Aitken, 2006; Oehninger et al., 2014) en espermatozoides obtenidos desde el
epididimo de raton wild type, Stra8Cre;ADAM17*1™ y Stra8Cre;ADAM17"¥2 de 120 dias de

edad.

La concentracion de espermatozoides observada en los ratones wild type
yStra8Cre;ADAM17""fue de 17,33+4,10 x 10° y 15,00+3,03 x 10° espermatozoides por ml,
la cual se redujo en un 50% observandose valores de 8,67+2,85x 10° espermatozoides por ml
en los ratones Stra8Cre;ADAM17"°¥* (Fig. 12A). A pesar de ello, se observé que los ratones
Stra8Cre;ADAM17"Y* son fértiles, debido a que el promedio de crias por camada fue similar

en los tres tipos de ratones (Fig. 12B).
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Figura  12: Disminucibn ~ de  concentracion  de  espermatozoides  en
ratonesStra8Cre; ADAM17"¥A,

(A) Concentracion de espermatozoides por ml obtenido desde el epididimo de raton de 120
dias de edad, y (B) ndmero de crias por camada en los ratones wild
type,Stra8Cre;ADAM17"'% y Stra8Cre;ADAM17'¥2, Se observa una reduccién significativa
de la concentracion de espermatozoides en los ratones Stra8Cre;ADAM17"“* comparado con
los wild type, sin embargo no se observan cambios en el nimero de crias por camada. Analisis
de ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. *p<0,05. N=3 para
la concentracion de espermatozoides. Para el nimero de crias por camada N=8 para los
ratones wild type, N=5 para los ratones Stra8Cre;ADAM17""y N=3 para los ratones
Stra8Cre;ADAM17"¥2. Cada valor corresponde al promedio+ SEM.

A partir de este resultado, se quiso encontrar una posible explicacion de porqué la
fertilidad de los ratones Stra8Cre;ADAM17'°2  es similar a las otras dos lineas a pesar de
encontrar dafios histoldgicos, desregulacién de los niveles hormonales, prevencion de
apoptosis de células germinales y disminucién de la concentracién de espermatozoides. Es por

ello quese evalué uno de los principales parametros que determinan la capacidad de los

espermatozoides de fecundar a los ovocitos, que es la reaccion acrosomica (RA).
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La RA es un evento exocitotico, secuencial y dependiente de calcio, que puede ser
inducido por agentes fisiologicos como progesterona (P4), glicoproteinas de la zona pelucida
del ovocito, entre otros. La capacidad del espermatozoide de experimentar la RA en respuesta
a un agonista, determina su competencia para fecundar al ovocito (Kirkman-Brown et al.,
2002; Jin et al., 2011). Por otro lado, la RA espontanea refleja el estado acrosomal y ocurre
debido la pérdida de la membrana acrosomal durante la muerte celular (Fig. 13A), tal como se
ha observado cuando se reproducen in vitro los eventos relacionados con la capacitacion del
espermatozoide (Rufas et al., 1998; Marti et al., 2000). Es por ello que es necesario evaluar la
RA espontéanea para determinar la integridad del acrosoma en un estado basal (sin inductores)

del espermatozoide.

No se observaron cambios en el porcentaje de la RA espontanea de los
espermatozoides wild type, Stra8Cre;ADAM17*' y Stra8Cre;ADAM17°¥* determinado por
tincion de azul de coomassie, cuyos porcentajes fueron de 28,67+2,33 %, 21,75+2,60 % y

21,17+7,42 %, respectivamente (Fig. 13B).

La RA inducida refleja la capacidad del espermatozoide de responder a inductores
fisiol6gicos, como la progesterona, que se encuentra en el tracto genital femenino, ya que
durante la ovulacién estd hormona es sintetizada activamente por las células de la granulosa
que conforman el cimulo odforo (Baldi et al., 1991; Kobori et al., 2000; Arienti et al., 2010;

Hirohashi et al., 2015).
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La RA de los espermatozoides wild type, Stra8Cre;ADAM17™ 'y
Stra8Cre;ADAM17"°¥* inducida por 40 pM P4 mostré un aumento de un 150% respecto al
vehiculo en los tres tipos de ratones. Sin embargo no hay variacion entre ellos en condiciones
vehiculo o inducida, debido a que los valores observados cuando los espermatozoides son
tratados con vehiculo son de 26,67+0,88 %, 24,25+1,89 % y 22,17+3,25 % para los ratones
wild type, Stra8Cre;ADAM17*™ y Stra8Cre;ADAM17°¥2, respectivamente, mientras que los
porcentajes de RA inducida fueron de 66,75+6,44 %, 65,33+£3,02 % y 62,40+6,20 % para los
ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17* y Stra8Cre;ADAM17'¥2, respectivamente (Fig.

13C).
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Figura 13: Reaccion del acrosoma espontdnea e inducida en ratoneswild type,
Stra8Cre;ADAM17"1%4 y Stra8Cre; ADAM17"¥A,

(A) Imagen de espermatozoide tefiido con azul de Coomassie. Se observa un espermatozoide
con el acrosoma intacto (flecha) y otro con ausencia de esta vesicula. (B) Cuantificacion de la
RA esponténea y (C) RA inducida con 40 pM P4 en espermatozoides obtenidos desde el
epididimo de ratones wild type,Stra8Cre;ADAM17*"% y Stra8Cre;ADAM17'¥2 de 120 dias
de edad determinado por tincion de azul de coomassie. No se observa diferencia en la RA
espontanea entre los tres tipos de ratones. Se observa diferencia en la RA inducida con 40 uM
P4 comparado con el vehiculo, sin embargo no hay diferencia entre los tres tipos de ratones.
Analisis de ANOVA como test primario y andlisis de Tukey como test secundario. *p<0,05.
N=3. Se contaron al menos 200 espermatozoides por N. Cada valor corresponde al
promedio+SEM.
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Por lo tanto, en vista a los resultados obtenidos al evaluar la funcion del

7'°%A son fértiles. Ademas,

espermatozoide, explicaria porque los ratones Stra8Cre;ADAM1
esto indicaria que la ADAM17 no se encuentra involucrada en el proceso de RA del

espermatozoide.
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2. Evaluar la participacion de la ADAML17 de las células germinales masculinas
meidticas y post-meidticas sobre la apoptosis de estas células inducida por los

xenoestrogenos BFA y NF in vivo.

Para evaluar la participacion de la ADAM17 de las celulas germinales meidticas vy
postmeioticas sobre la apoptosis inducida por los xenoestrogenos BFA y NF de las células
germinales, se utilizaron ratones macho wild type, Stra8Cre;ADAM17""* 'y
Stra8Cre;ADAM17'°¥2 de 21 dias de edad, y la muerte celular se evalué mediante conteo de

células picndticas, células caspasa-3 activa y TUNEL positivas por tabulo seminifero.

Dado que los estudios previos han sido realizados en rata (Urriola-Munoz et al.,
2014a), se realizd una curva de dosis-respuesta para BFA y NF, respectivamente. Para esto,
los ratones se inyectaron intraperitonealmente con BFA o NF diluido en aceite de oliva (en un

volumen final de 20 pl), y luego de 24 horas se determind el indice de apoptosis.

El indice apoptético del control y el vehiculo (2 pl de etanol méas 18 pl de aceite de
oliva) fue de 0,26+0,05 y 0,33+0,06, respectivamente, mientras que los tratamientos con las
dosis de 0,1, 1, 10 y 50 mg/Kg de BFA mostraron un aumento significativo de este parametro,
0,47+0,07, 1,15+0,12, 1,40+0,16 y 1,06+0,11 células picnéticas por tubulo seminifero,
respectivamente. En cuanto al tratamiento con NF, a las dosis de 0,1, 1, 10 y 50 mg/Kg de NF,
se observaron 0,28+0,05, 1,36+0,14, 1,13+0,12 y 0,75+0,10 células picnoéticas por tubulo

seminifero, respectivamente. Lo que representd un aumento significativo en relacién al
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vehiculo (Figura 14). Por lo tanto, se observo un aumento de 3,8; 4,7 y 3,5 veces con las dosis
de 1, 10 y 50 mg/Kg de BFA y de 4,5; 3,8 y 2,5 veces con las dosis de 1, 10 y 50 mg/Kg de
NF en comparacion con el control y el vehiculo (Fig. 14). Estos resultados indican que una
aplicacion aguda y de baja concentracion tanto de BFA como de NF (1 mg/kg) inducen muerte
de células germinales en testiculo de ratones, es por ello, que se escogio la dosis de 1 mg/Kg
de BFA o NF para los futuros experimentos. Cabe destacar que ambas dosis a utilizar son mas
bajas que las dosis en donde no se observan efectos adversos (NOAEL, No Observed Adverse

Effect Level, por sus siglas en inglés).
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Figura 14: BFA y NF inducen muerte celular en testiculo de ratén.

A las 24 horas post-administracion de una sola inyeccién intraperitonealmente de BFA o NF
(0,1 - 1 - 10 6 50 mg/Kg) se observa un incremento significativo de celulas muertas en
testiculos de raton wild type de 21 dias de edad. Las dosis de 1, 10 y 50 mg/Kg de BFA o NF
inducen un aumento significativo del namero de células picnéticas por tubulo seminifero,
determinadas mediante tincién de PAS-He. Analisis de ANOVA como test primario y analisis
de Tukey como test secundario. *p<0,05con respecto al control y vehiculo (etanol). N=3,
donde se cuantificaron al menos 100 tubulos por N. Cada valor corresponde al promedio+
SEM.
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Luego, ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17"'¢y Stra8Cre;ADAM172 de 21 difas
de edad fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis unica de 1 mg/Kg de BFA o NF
por 24 horas. Posteriormente, se determind mediante histologia, por tincion de PAS-He, el
indice de apoptosis en los tubulos seminiferos (Fig. 15), se cuantificaron el nimero de células
caspasa-3 activa por tdbulo seminifero determinada por inmunofluorescencia (Fig. 16) y
ademas se cuantificaron el nimero de células TUNEL positivas por tabulo seminifero (Fig.

17).

En ratones wild type tratados con 1 mg/Kg de BFA o NF se observd un indice
apoptotico de 1,00£0,06, y 1,22+0,08, respectivamente, el cual se reduce significativamente en
un 58% y un 34% en ratones Stra8Cre;ADAM17*1% tratados con BFA o NF, ya que su indice
apoptotico fue de 0,42+0,03 y 0,41+0,03, respectivamente. La apoptosis en ratones
Stra8Cre;ADAM17"°¥* disminuy6 con BFA o NF, observandose valores del indice apoptdtico
de 0,24+0,04 para los tratados con 1mg/Kg BFA y a 0,26+0,03 para los ratonestratados con 1

mg/Kg NF, es decir, se reduce un 76% y 77%, respectivamente (Fig. 15).
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Figura 15: En ratones Stra8Cre;ADAM17"®y Stra8Cre;ADAM17"¥* la muerte de
celulas germinales masculinas inducida por BFA y NF es prevenida.

indice apoptético de células germinales determinado por el nimero de células picnéticas por
tibulo seminifero mediante tincion PAS-He. Se observa una reduccién significativa del
namero de células picnoéticas inducida por un tratamiento de 24 horas de 1 mg/Kg de BFA o
NF en ratones Stra8Cre;ADAM17"'% y Stra8Cre;ADAM17"¥2 de 21 dias de edad, respecto a
los ratones wild type. Vehiculo: etanol. Anélisis de ANOVA como test primario y andlisis de
Tukey como test secundario. *p<0,05. N=3, donde se cuantificaron al menos 100 tabulos por
N. Cada valor corresponde al promedio+SEM. Barra 50 pm.
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Algo similar se observé con la cuantificacion del numero de células caspasa-3 activa
positiva por tabulo seminifero (Fig. 16, flechas). En donde, ratones wild type tratados con
1mg/Kg BFA mostraron 16,81+0,79 células caspasa-3 activa positiva por tabulo seminifero,
mientras que este valor disminuyo6 significativamente en un 50% y en un 82% en los ratones
Stra8Cre;ADAM17""¢ y Stra8Cre;ADAM17"¥ respectivamente, debido a que el nimero de
células caspasa-3 activa por tubulos seminiferos fue de un 8,45+0,62 y 2,98+0,44. También se
observo una diminucién en el nimero de células caspasa-3 activa al comparar estos dos
ultimos ratones. La misma tendencia se observo en los ratones tratados con 1mg/Kg NF, ya
que los ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17""% y Stra8Cre;ADAM17"°Y2 tuvieron
20,88+0,60, 9,13+0,67 y 2,72+0,37 células caspasa-3 activa positiva por tabulo seminifero,
respectivamente, por lo que hay un 56% y un 80% de disminucion de este nimero de células
en los ratones Stra8Cre;ADAM17"' y Stra8Cre;ADAM17"°¥2 comprado con los ratones wild

type, respectivamente (Fig. 16).
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Figura 16: La muerte de células germinales masculinas inducida por BFA y NF es
prevenida en ratones Stra8Cre;ADAM17"'%y Stra8Cre; ADAM17"¥4,

Numero de células caspasa-3 activa positiva por tubulo seminifero determinado por
inmunofluorescencia. Se observa una reduccién significativa del namero de células caspasa-3
activa positiva por tibulo seminifero inducida por un tratamiento de 24 horas de 1 mg/Kg de
BFA o NF en ratones Stra8Cre;ADAM17""°% y Stra8Cre;ADAM17'°¥* de 21 dfas de edad,
respecto a los ratones wild type. Vehiculo: etanol. Analisis de ANOVA como test primario y
analisis de Tukey como test secundario. *p<0,05. N=3, donde se cuantificaron al menos 100
tibulos por N. Cada valor corresponde al promedio+ SEM. Barra 50 um.
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Respecto a la cuantificacion del ndmero de células TUNEL positiva por tubulo
seminifero (Fig. 17, flecha). Ratones wild type tratados con 1mg/Kg BFA mostraron
6,96+0,49 células TUNEL positiva por tubulo seminifero, lo que disminuyd en un 67% y en
un 85% en los ratones Stra8Cre;ADAM17"/ y Stra8Cre;ADAM17'¥2, respectivamente,
debido a que el nimero de células TUNEL positivas por tubulo seminifero fue de 2,30+0,30 y
1,07+0,26, respectivamente. Ademas, hubo una disminucion del 53% al comparar los ratones
los ratones Stra8Cre;ADAM17*"°* y Stra8Cre;ADAM17"°Y2. Cuando los ratones son tratados
con 1mg/Kg NF se observaron 9,36+0,70, 3,45+0,44 y 1,77+0,28 células TUNEL positiva por
tbulo seminifero en los ratones wild type, Stra8Cre;ADAM17*"% y Stra8Cre;ADAM17'¥2,
respectivamente. Por lo que en los ratones Stra8Cre;ADAM17*/1° y Stra8Cre;ADAM17'°¥2

hubo un 63% y un 81% menos de células TUNEL positivas por tubulo seminifero (Fig. 17).
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Figura 17: La muerte,determinada por el ensayo de TUNEL, de células germinales
masculinas inducida por BFA y NF es prevenida en ratones Stra8Cre;ADAM17""% y
Stra8Cre;ADAM17'°¥*,

Numero de células TUNEL positiva por tdbulo seminifero. Se observa una reduccion
significativa del numero de células TUNEL positiva por tubulo seminifero inducida por un
tratamiento de 24 horas de 1 mg/Kg de BFA o NF en ratones Stra8Cre;ADAM17*" y
Stra8Cre;ADAM17"Y* de 21 dias de edad, respecto a los ratones wild type. Vehiculo: etanol.
Analisis de ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. *p<0,05.
N=3, donde se cuantificaron al menos 100 tdbulos por N. Cada valor corresponde al

promedio+ SEM. Barra 50 pm.
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Por lo tanto, la ausencia de un alelo de la adam17 en las células germinales meidticas y
post-meidticas es suficiente para prevenir la apoptosis de células germinales inducida por
1mg/Kg de BFA o NF en ratones de 21 dias de edad. Mientras que la total ausencia de la
ADAML17 en las células germinales post-meioticas previene tanto la apoptosis fisiologica
como la inducida por los xenoestrogenos BFA y NF. Es importante destacar que en estos
ultimos ratones el nivel de apoptosis cuando son tratados con BFA o NF essimilar a los wild
type, lo que significa que la presencia de la ADAM17 es necesaria en la apoptosis de células

germinales inducida por los xenoestrégenos BFA y NF durante la espermatogénesis del raton.
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3. Determinar el efecto de los xenoestrégenos BFA y NF sobre la actividad de la

ADAM17.

Por los resultados de esta tesis, se sabe que la apoptosis de células germinales masculinas
inducida por BFA y NF depende de la ADAML17, sin embargo, aun se desconoce si estos
compuestos inducen un aumento de la actividad proteolitica de la ADAM17. Es por ello, que
se plante6 como objetivo determinar el efecto de estos compuestos sobre la actividad
proteolitica de la ADAM17. Para ello, se montd un sistema in vitro en que se expresd una
proteina que tiene el dominio intracelular, el de transmembrana y parte del dominio
extracelular de neuregulina B1 (sustrato de la ADAM17), fusionada a fosfatasa alcalina (FA),
mediante la transfeccion del plasmidio (AP)-NRG B1. De esta manera, se medio la liberacion
de FA al medio de cultivo, lo que indirectamente reflejo la actividad proteolitica de la
ADAML17 (Fig. 18). Se debe mencionar que este constructo ha sido utilizado exitosamente en

trabajos anteriores para medir actividad de la ADAMZ17 (Horiuchi et al., 2005).
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Figura 18: Esquema representativo de la forma de medicion de la liberacion de fosfatasa
alcalina.

El plasmidio Aptag-5 codifica para una proteina de fusién neuregulina B1-fosfatasa alcalina
(AP)-NRG 1. Al expresarse esta proteina de fusion en las células transfectadas, la ADAM17
enddgena de la célula desprendera hacia el medio del cultivo al ectodominio de la neuregulina
fusionada con la FA. La actividad de la FA liberada al medio de cultivo se determinara
mediante un sustrato colorimétrico de FA el cual serd medido en un espectrofotometro.

Como un primer paso se decidio utilizar la linea celular representativa de las células
germinales masculinas, la linea GC-1, proveniente de espermatogonia y espermatocitos de
raton. Se determino si expresa de manera enddgena la metaloproteasa ADAML17 y el ligando
neuregulina B1. Para ello, se realizé un RT-PCR para evaluar el mensajero de ambas proteinas,
en donde, la linea celular GC-1 expresa la ADAM17 de manera enddgena al igual que su
control positivo correspondiente a testiculo de rata (Fig. 19), y no expresa neuregulina 1 (Fig.

20). Ademas, la linea celular GC-1 que fue transfectada con el plasmidio (AP)-NRG 1, se

observa la expresion de neuregulina 1 24 horas después de la transfeccion (Fig. 20).



88

Testiculo control
GC-1 derata negativo

514 - ADAM17

452 - GAPDH

Figural9: Expresion de la metaloproteasa ADAML17 en la linea celular GC-1.

RT-PCR en la linea celular GC-1proveniente de espermatogonias y espermatocitos de raton, y
testiculo de rata como control positivo. ADAM17 es expresada en la linea celular de manera
endogena. GAPDH como control de carga.
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Figura 20: Expresion de neuregulina f1 de forma endégena y 24 horas después de la
transfeccion en células GC-1.

RT-PCR en la linea celularGC-1 sin transfectar y 24 horas post-transfecciéncon el plasmidio
(AP)-NRG B1. La linea celular GC-1 no expresan de manera endogena el mensajero de
neuregulina 1, pero si luego de 24 horas después de la transfeccion. GAPDH como control de

carga.
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La actividad de FA en el medio de cultivo de células GC-1 no transfectadas fue
detectada 24 horas después de un tratamiento con concentraciones 10uM y 20 UM de BFA o
NF (Fig. 21A y C), observandose un aumento de un 4,95 + 0,93%, 5,60 *+ 1,04%, 4,60 + 1,63
% y 9,81 £ 1,14%, respectivamente. Sugiriendo que las células liberan la enzima enddgena a

esas concentraciones (Fig. 21C).

Células GC-1 transfectadas transientemente con el plasmidio (AP)-NRG 1 mostraron
un incremento significativo en un 4,74 £ 0,72% y 5,94 + 1,66% cuando fueron tratadas con 10
0 20 uM de BFA y un incremento de un 5,16 = 1,01% y 9,17 = 0,61% de la actividad de FA

cuando fueron tratadas con 10uM y 20 uM de NF por 24 horas (Fig. 21B y D).
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Figura 21: BFA y NF inducen liberaciéon de FA enddgenadesde las células GC-1.

A, C) Células GC-1 no transfectadas muestran un incremento de la actividad de FA
(desprendimiento de neuregulina) en el medio de cultivo cuando son incubadas con BFA y NF
solo a las concentraciones de 10 uM y 20 uM. B, D) La actividad de fosfatasa alcalina
incrementa significativamente en el medio de cultivo de células GC-1 transfectadas con el
plasmidio (AP)-NRG 1, cuando las células son incubadas por 24 horas en presencia de 10
MM y 20 uM de BFA o NF.Vehiculo: etanol. El valor del eje y=0 corresponde a la actividad

basal de FA. Andlisis de ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test
secundario. Media + SEM, n=3, * p<0,05.
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En vista al resultado anterior, el aumento de la actividad de FA en el medio de cultivo
inducido por BFA y NF en las células GC-1 transfectadas no corresponde a una medida
indirecta de la actividad metaloproteasa de la ADAML17, debido a que se observan valores
semejantes de actividad de FA cuando las células GC-1 no transfectadas son tratadas a las
mismas dosis y tiempo con BFA y NF. Es por esto, que se quiso determinar si la actividad de
FA detectada en el medio de cultivos de células GC-1 no transfectadas estimuladas con BFA o
NF, se debe a una liberacion de FA endogena porque ambos xenoestrogenos inducen una
desestabilizacion de la membrana celular. Para ello, se determind la viabilidad celular por azul
tripan en las células GC-1 tratadas por 24 horas con concentraciones desde 0,01 hasta 20 uM
de BFA o NF. Se determin6é un 55,38 + 8,94% y 74,70 + 5,65%, de células azul tripan
positivas cuando las células GC-1 fueron tratadas con 10 uM y 20 UM de BFA y un 69,14 +
7,63% y 80,76 + 6,66% cuando fueron tratadas con 10 o 20 uM de NF (Fig. 22). De esta
manera, se corrobord que la actividad de FA observada corresponde a una medicién de la FA

endogena y no la desprendida desde neuregulina B1.



92

>
o

@ @
5 =
= * = *
» 100 » 100-
2 —l_ S —
% c 80'l
2 .g 60
- =]
S S 404
3 3
8 8 21
= 3
\
= e XSS
S S oo\oQ\éo\\\Q@
(¢} 46° QY O
Concentracion BFA Concentracion NF

Figura 22: BFA y NF inducen un aumento del porcentaje de células azul tripan positivas.
Células GC-1 no transfectadas muestran un incremento del porcentaje de células azul tripan
positivas cuando son incubadas por 24 horas con BFA (A) o NF (B) sélo a las concentraciones
de 10 y 20 uM. Vehiculo: etanol. Analisis de ANOVA como test primario y analisis de Tukey
como test secundario. Media £ SEM, n=3, * p<0,05.

Debido a que la linea celular GC-1 no es un buen modelo para determinar in vitro la
actividad de la ADAM17, se decidi6 utilizar dos lineas celulares relacionadas con el sistema
reproductor masculino, las cuales son la linea celular TM4 proveniente de células de Sertoli de
raton y la linea celular LnCap proveniente de carcinoma de préstata humana. Ambas lineas
celulares expresan la ADAM17 de manera enddgena al igual que su control positivo

correspondiente a testiculo de rata (Fig. 23), y no expresan neuregulina 1 (Fig. 24).
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Figura 23: Expresion de la metaloproteasa ADAM17 en las lineas celulares TM4 y

LnCap.

RT-PCR en las lineas celulares TM4 y LnCap proveniente de células de Sertoli de ratén y
carcinoma de prostata humana, respectivamente, y testiculo de rata como control positivo.
ADAML17 es expresada en ambas lineas celulares de manera endégena. GAPDH como control

de carga.

Cuando las lineas celulares TM4y LnCap fueron transfectadas con el plasmidio (AP)-

NRG B1, se observo la expresion de neuregulina f1 24 horas después de la transfeccion (Fig.

24).



94

Neuregulina 31 Neuregulina 31

GAPDH GAPDH

Figura 24: Expresion de neuregulina 1 de forma endégena y 24 horas después de la
transfeccion en células TM4 y LnCap.

RT-PCR en las lineas celulares TM4 y LnCap sin transfectar y 24 horas post-transfeccién con
el plasmidio (AP)-NRG B1. Ambas lineas no expresan de manera endégena el mensajero de
neuregulina B1, pero si luego de 24 horas despueés de la transfeccion. GAPDH como control de
carga.

Cabe destacar que el plasmidio utilizado tiene resistencia al antibiético zeocina, es por
ello que en las lineas TM4 y LnCap se evalud la sobrevida celular mediante el conteo de
células muertas por azul tripan luego de 2 semanas de exposicion de ambas lineas a diferentes
concentraciones de zeocina (50, 100, 200, 400ug/ml). La viabilidad celular de TM4 fue nula a
los pocos dias con la minima concentracion de zeocina recomendada para la seleccion (50
pg/ml), por lo que se descartd poder utilizar las TM4 para generar una linea celular que
exprese establemente (AP)-NRG 1 (dato no mostrado). Por otro lado, la viabilidad celular de
LnCap disminuyo aun 7,7 + 3,9% al ser tratadas hasta con 200 pg/ml de zeocina durante dos

semanas (Fig. 25). Por lo que se utilizo esta concentracion de zeocina para seleccionar las
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células que hayan incorporado el plasmidio y generar asi una linea celular que exprese

establemente (AP)-NRG f1.
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Figura 25: Zeocina disminuye la viabilidad celular de la linea celular LnCap.

Ensayo de viabilidad celular con azul tripan. Zeocina a concentracion de 50, 100, 200 y 400
pg/ml disminuye significativamente la viabilidad celular respecto al control de la linea celular
LnCap después de 2 semanas de tratamiento constante con el antibiotico. Analisis de ANOVA
como test primario y analisis de Tukey como test secundario. Media £ SEM, n = 3, * p<0,05.

Por lo tanto, para los experimentos futuros, se utilizaron células TM4 transfectadas
transientemente con el plasmidio (AP)-NRG B1, mientras que se utilizaron las células LnCap
transfectadas establemente. Por RT-PCR se determind que por lo menos el mensajero de

neureglina Bl se expresa por 5 dias post-transfeccion cuando las células TM4 son

transfectadas transientemente (Apéndice A).
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En las células TM4 no transfectadas con el plasmidio (AP)-NRG B1 no se detectd
actividad de FA 24 horas después del tratamiento con concentraciones desde 0,01 hasta 20 uM
de BFA o concentraciones desde 0,01 hasta 1 UM de NF (Fig. 26A y C). La actividad de FA
aumento significativamente en un 25,09 £+ 0,69% y en un 37,32 = 5,09% cuando las células
TM4 no transfectadas fueron tratadas con 10 o 20 uM de NF, sugiriendo que las células a esas
concentraciones libran la FA enddgena (Fig. 26C). Las células TM4, que fueron transfectadas
transientemente con el plasmidio (AP)-NRG B1 mostraron un aumento significativo de la
actividad de FA en el medio de cultivo cuando fueron tratadas con concentraciones desde 0,01

hasta 20 UM de BFA o NF por 24 horas (Fig. 26 B y D).
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Figura 26: BFA y NF inducen desprendimiento de neuregulina g1 desde las células TM4
transfectadas.

A) Células TM4 no transfectadas no muestran actividad de FA (desprendimiento de
neuregulina) en el medio de cultivo cuando son incubadas con diferentes dosis de BFA por 24
horas. Sin embargo NF induce un incremento de la actividad de FA s6lo a las concentraciones
de 10 uM y 20 uM (C). B, D) La actividad de fosfatasa alcalina incrementa significativamente
en el medio de cultivo de células TM4 transfectadas con el plasmidio (AP)-NRG 1, cuando
las células son incubadas por 24 horas en presencia de 0,01 - 20 uM de BFA o NF. El valor
del eje y=0 corresponde a la actividad basal de FA. Vehiculo: etanol. Analisis de ANOVA
como test primario y analisis de Tukey como test secundario. Media £ SEM, n=3, * p<0,05.
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Como un control se determind el porcentaje de células azul tripan positivas luego de
los tratamientos con BFA o NF por 24 horas. Observandose un aumento de un 53,02 + 15,06%
y un 98,63 £ 0,61% cuando las células son tratadas por 24 horas con concentraciones de 10 o
20 uM de NF, respectivamente (Fig. 27). Sin embargo, no se observaron células azul tripan
positivo en ninguna de las concentraciones usadas de BFA ni con NF entre 0,01 uM hasta 1
uM. Por lo tanto, el incremento de la actividad de FA observado con concentraciones desde
0,01 uM hasta 20 uM de BFA o 0,01 pM hasta 1 pM de NF corresponde a un
desprendimiento de neuregulina P1 realizado por la metaloproteasa ADAM17 y no

corresponde a una deteccion de FA enddgena.

A

o

» 7)

S S %

= = 1

% 100- 5 100-

2 4

c 80 c 804

\© ©

-§- 60- § 60-

S 401 S 40

8 8

g 201 £ 20

= S

:a', O-W % 0-

&) N O (&) AN

S SA/RAEISS L Sl SN
TN 4 ORCHENEN AR aili

Concentracion BFA Concentracion NF

Figura 27: NF induce un aumento del porcentaje de células azul tripan positivas.

A) No se observa un aumento del porcentaje de células azul tripan positivas cuando células
TM4 no transfectadas son tratadas con concentraciones desde 0,01 hasta 20 uM de BFA por
24 horas. B) Células TM4 no transfectadas muestran un incremento del porcentaje de células
azul tripan positivas cuando son tratadas por 24 horas con sélo con las concentraciones de 10 y
20 uM de NF. Vehiculo: etanol. Analisis de ANOVA como test primario y andlisis de Tukey
como test secundario. Media + SEM, n=3, * p<0,05.
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En las células LnCap no transfectadas con el plasmidio (AP)-NRG B1 no se detectd
actividad de FA 24 horas después del tratamiento con concentraciones desde 0,1 hasta 100 uM
de BFA o NF (Fig. 28 Ay C). Las células LnCap que fueron transfectadas establemente con el
plasmidio (AP)-NRG B1 mostraron un aumento significativo de la actividad de FA en el
medio de cultivo en un 35,51 £ 2,53% cuando fueron tratadas con concentraciones de 100 uM
de BFA 24 horas (Fig. 28B) y en un 17,50 + 0,97%, 41,83 £ 1,07% y 76,25 *+ 5,20% cuando
las células fueron tratadas con concentraciones de 10, 50 y 100 uM de NF, respectivamente

(Fig. 28D).
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Figura 28: BFA y NF inducen desprendimiento de neuregulina B1 desde las células
LnCap transfectadas.

A, C) Células LnCap no transfectadas no muestran actividad de FA (desprendimiento de
neuregulina) en el medio de cultivo cuando son incubadas con diferentes dosis de BFA o NF
por 24 horas. B, D) La actividad de fosfatasa alcalina incrementa significativamente en el
medio de cultivo de células LnCap transfectadas con el plasmidio (AP)-NRG 1, cuando las
células son incubadas por 24 horas en presencia de 100 uM de BFA 0 10 - 100 uM de NF. El
valor del eje y=0 corresponde a la actividad basal de FA. Vehiculo: etanol. Analisis de

ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. Media £ SEM, n=3, *
p<0,05.
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En vista a los resultados obtenidos con las células TM4 y LnCap, se puede concluir que
son un buen modelo para estudiar si los xenoestrogenos BFA y NF inducen un aumento de la
actividad metaloproteasa de la ADAM17, es por ello, que para los experimentos futuros se
decidié tratar las células TM4 con una concentracion de 0,05 uM de BFA o NF, mientras que

las células LnCap con una concentracion de 100 uM de BFA y 50 uM de NF.

La actividad de FA en el medio de cultivo comienzo a incrementar desde la hora de
tratamiento con 0,05 uM de BFA o NF en las células TM4 transfectadas transientemente con
el plasmidio (AP)-NRG B1 (Fig. 29A y B), mientras que en las células LnCap transfectadas
establemente la actividad de FA en el medio de cultivo comienzo a incrementar desde las 3

horas de tratamiento con 100 uM de BFA o0 50 uM de NF (Fig. 29C y D).
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Figura 29: BFA y NF induce desprendimiento de neuregulina desde la hora en células

TM4 y desde las 3 horas en células LnCap.

Células TM4 transfectadas transientemente con el plamisdio (AP)-NRG B1fueron tratadas con
0,05 uM de BFA (A) o NF (B) durante 15 minutos, 30 minutos, 1, 3, 6 y 24 horas,
observandose un aumento de la actividad de FA (desprendimiento de neuregulina) desde la
hora de tratamiento. Por otro lado, células LnCap que expresan establemente el plasmidio
(AP)-NRG 1 fueron estimuladas con 100 uM de BFA 0 50 uM de NF durante 15 minutos, 30
minutos, 1, 3, 6 y 24 horas, observandoseun aumento de la actividad de fosfatasa alcalina
(desprendimiento de neuregulina) desde las 3 horas de tratamiento. El valor del eje y=0
corresponde a la actividad basal de fosfatasa alcalina en el tiempo determinado. Vehiculo:
etanol. Analisis de ANOVA de dos vias. Media £ SEM, n=3, * p<0,05.
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Para definir si la ADAML17 es la enzima responsable el incremento de la actividad de
FA en el medio de cultivo después de los tratamientos con BFA o NF, se decidié knock down

su expresion usando shRNA especificos en contra el mensajero de la ADAM17.

Células TM4 fueron transientemente transfectadas con el plasmidio (AP)-NRG B1 y
con 1 0 10 pg de shRNA en contra de la ADAM17 (clones shl o sh2), o con 1 o 10 ug del
vector vacio (HK). Los resultados mostraron que 10 g del clon sh; fue suficiente para reducir
en un 83% los niveles del mensajero de la ADAML17 (Fig. 30A) y en un 60% los niveles de la
proteina de la ADAML17 (Fig. 30B) después de 24 horas de transfeccidn. Debido a que el clon
sh, no redujo significativamente los niveles del mensajero de la ADAM17, se utiliz6 sélo el
clon sh;. Finalmente, la transfeccion con 10 pg del clon sh; reduce el desprendimiento
constitutivo de neuregulina Bldeterminado por la actividad de FA, y también reduce el
desprendimiento de neuregulina 31 después del tratamiento con 0,05 uM de BFA o NF por 24
horas (Fig. 30C y D). Es importante mencionar que los niveles de actividad de FA en las
células tratadas con los sShRNA es menor que cero, sugiriendo que en estas condiciones se

reduce incluso la actividad basal de la ADAM17.



104

A B z\é} X"

Q—.
Q‘\L_\Q‘\b@é& \é‘{\ \Q‘@B@\Q i S

R ADAM17 - R M ADAM17 madura
EEEEEE X GAPDH 43-  wme ww- o [-actina

N

o

*
o
©

o
)

Densitometria (UA)
(ADAM17/GAPDH)
o o - -
o wn o wn
Densitometria (UA)
(ADAM17/B-actina)
© o
> (-2

o
o

- N > > S
S &
& &
&
C £ = D o
5 | I
< 10-
3 £ s
— 1 < S S—
T
3 0 3
° 2
< .10 e ¥
(J
& ;:'10‘
-20- 3
i 5.
.\Q"’Q o e & e o & &
& &S & KN KN & ‘\QS‘
N Q
é& X Al > q.‘;V' \\Q Qx{’
& <

Figura 30: ADAML17 participa en el desprendimiento de neuregulina inducido por BFA'y
NF en células TM4.

Células TM4 transfectadas transientemente con 10 pg de shRNa contra el mensajero de la
ADAML17 (clon sh;) por 24 horas, disminuyd los niveles de mRNA (A) y de proteinas (B) de
la ADAML17. Silenciamiento de la ADAM17 con 10 pg del shRNA; en las células
transfectadas transientemente con el plasmidio (AP)-NRG 1, reduce significativamente los
niveles basales del desprendimiento de neuregulina (actividad de FA) y previene el efecto de
BFA (C) y NF (D) después de 24 horas de tratamiento. El valor del eje y=0 corresponde a la
actividad basal de fosfatasa alcalina en el tiempo determinado. Vehiculo: etanol. Andlisis de

ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. Media £ SEM, n=3, *
p<0,05.
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Por otro lado, células LnCap fueron transfectadas transientemente con 10 pg de
shRNA en contra el mensajero de la ADAM17 o con 10 g del scramble. Los resultados
mostraron que 10 pg del shRNA fue suficiente para reducir en un 73% los niveles del
mensajero de la ADAM17 (Fig. 31A) y en un 47% los niveles de la proteina de la ADAM17
(Fig. 31B) después de 24 horas de transfeccion. Cuando ceélulas LnCap transfectadas
establemente con el plasmidio (AP)-NRG B1 son co-transfectadas con 10 pg del shRNA se
reduce el desprendimiento constitutivo de neuregulina 1, determinado por la actividad de FA,
y también se reduce el desprendimiento en un 82% y en un 93% después del tratamiento con
100 uM de BFA o 50 uM de NF por 6 horas, respectivamente (Fig. 31C). Finalmente, en
células LnCap transfectadas transientemente con el plasmidio (AP)-TNFa, correspondiente a
otro sustrato de la ADAM17 acoplado a FA, y co-transfectadas con 10 pg del shRNA en
contra el mensajero de la ADAM17, también mostraron una disminucion en el
desprendimiento constitutivo de TNFo, determinado por la actividad de FA. También se
observa un aumento del desprendimiento de TNFa en un 12% y en un 20% después de 6 horas
de tratamiento con 100 uM de BFA o 50 uM de NF, respectivamente, el cual es reducido
significativa en un 91% y en un 76% cuando se utiliza 10 pg del shRNA en contra el

mensajero de la ADAML17, respectivamente (Fig. 31D).

Por lo tanto, se puede sugerir fuertemente que la ADAM17 aumenta su actividad
metaloproteasa, determinada por un aumento del desprendimiento de sus sustratos neuregulina
B1 y TNFa, luego de un tratamiento con los xenoestrogenos BFA o NF tanto en lineas

celulares TM4 como LnCap.
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Figura 31: ADAML17 participa en el desprendimiento de neuregulina y TNFa inducido
por BFA 'y NF en células LnCap.

Células LnCap transfectadas transientemente con 10 pg de shRNa contra el mensajero de la
ADAML17 por 24 horas disminuy6 los niveles de mRNA (A) y de proteinas (B) de la
ADAML17. Silenciamiento de la ADAM17 con 10 pg del shRNA en las células transfectadas
establemente con el plasmidio (AP)-NRG B1 (C) o transfectadas transientemente con el
plasmidio (AP)-TNFa (D), reduce significativamente los niveles basales del desprendimiento
de neuregulina B1(C) o TNFa (D), determinado por la actividad de FA, y del efecto de 100
UM de BFA y 50 uM de NF después de 6 horas de tratamiento. El valor del eje y=0
corresponde a la actividad basal de FA en el tiempo determinado. Vehiculo: etanol. Analisis

de ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. Media = SEM, n=3,
*
p<0,05.
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iRhom?2 como un posible mediador en la induccion de ADAM17 por xenoestrégenos

La proteinasa de intramenbrana iRhom2 es un miembro inactivo de la familia Romboide
(Adrain et al., 2012; Mcllwain et al., 2012; Siggs et al., 2012), que fue recientemente
identificada como un regulador fundamental de la funcién y selectividad se sustrato de la
ADAM17 (Adrain et al., 2012; Mcllwain et al., 2012; Siggs et al., 2012; Maretzky et al., 2013;
Brooke et al., 2014). Ratones que pierden iRhom1 y iRhom2 se parecen fenotipicamente a los
ratones que pierden la ADAML17, sugiriendo que la funcion principal de las iRhomsl y 2 es
regular la funcion de la ADAML17 (Li et al., 2015). Por lo tanto, el objetivo fue determinar si
las iRhoms1 y 2 son requeridas para la induccion de ADAML17 por los xenoestrogenos BFA y

NF.

Debido a que los ratones knock out para iRhom1 y iRhom2 son letales, al igual que el
ratdn knock out para la ADAML17, se utilizaron fibroblastos embrionarios de raton (mEFsS)

wild type, iRhom1”, iRhom2” y Adam17™.

En primer lugar, se determind si los xenoestrogenos BFA y NF estimulan el
desprendimiento de TGFa y HB-EGF en mEFs wild type. 300 uM de BFA o0 50 uM de NF es
la menor concentracion que estimula un incremento significativo del desprendimiento de
TGFa desde las mEFs después de 1 hora de tratamiento (Fig. 32A y B). Estas concentraciones
de BFA y NF también inducen el desprendimiento de HB-EGF (Fig. 32C y D). El estimulo de
BFA fue menos potente que el del phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), un conocido

inductor in vitro de la actividad metaloproteasa de la ADAM17, en estimular el
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desprendimiento de TGFa y HB-EGF (Fig. 32A y C). En el caso de NF el desprendimiento de
TGFa fue igual que PMA (Fig. 32B), mientras que el desprendimiento de HB-EGF fue mayor

que el estimulado por PMA (Fig. 32D).
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Figura 32: BFA y NF inducen desprendimiento de TGFa y HB-EGF en células mEFs.
Células mEFs wild type fueron transfectadas transientemente con (AP)-TGFa (A y B) o (AP)-
HB-EGF (C y D), y luego estimuladas por 1 hora con diferentes concentraciones de BFA
(100, 150, 200, 250 y 300 uM) o NF (10, 25, 50, 75 y 100 uM) y PMA (25 ng/ml) como
control positivo. El desprendimiento de TGFa (A y B) o HB-EGF (C y D) fue inducido por un
tratamiento con 300 uM de BFA, 50, 75y 100 uM de NF y PMA 25ng/ml en las células mEFs
wild type. Analisis de ANOVA como test primario y andlisis de Tukey como test secundario.
Media £ SEM, n=6, Vehiculo: Etanol. * p<0,05.
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Luego, utilizando células mEFs Adam17™, se determiné si el desprendimiento de
TGFa y HB-EGF inducido por BFA o NF depende de la ADAM17. El desprendimiento de
HB-EGF inducido por BFA en las células mEFs Adam17” fue similar al control (sin
tratamiento) o aquellas tratas s6lo con vehiculo (Fig. 33C) lo que denota una clara diferencia
con las mEFs wild type (Fig. 33A). Por otro lado, el desprendimiento de TGFa fue
significativamente mayor en las mEFs Adam177 tratadas con BFA que las controles o en las
vehiculo (Fig. 33D), sin embargo, los niveles TGFa liberado inducido por BFA en las mEFs
Adam17™ fueron menores comparado con las mEFs wild type (Fig. 33B). No se detectd el
desprendimiento de estos sustratos estimulado por PMA en las células mEFs Adam177, tal
como se habia descrito previamente (Horiuchi et al., 2007; Le Gall et al., 2009). Estos
resultados sugieren que BFA induce el desprendimiento de HB-EGF como TGFa, sin
embargo, solo el desprendimiento de HB-EGF es exclusivamente dependiente de la ADAML17.
Debido a que la ablacion de la ADAM17 reduce parcialmente el desprendimiento de TGFa
inducido por BFA, es posible que una 0 mas metaloproteasas ademas de la ADAM17 podria

ser activada por BFA.

Interesantemente, se sabe que el influjo de calcio activa la ADAM10 como una
metaloproteasa que desprende TGFa y otros sustratos de la ADAMI17 en células mEFs
Adam17” (Sahin et al., 2004; Le Gall et al., 2009). Debido a que BFA induce una
desregulacién de la homeostasis de calcio (Lee et al., 2008; Yan et al., 2011), se propone que
BFA estimula la liberacion de TGFo activando a la ADAMI10. Cuando Se realizaron
experimentos similares en células mEFs doble KO contra la ADAM17 y la ADAM10

(Adam10/17™), se encontré que el desprendimiento de HB-EGF y TGFa fue abolido
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completamente (Fig. 33E y F). Estos resultados indican que el desprendimiento de TGFa

inducido por BFA en las células mEFs Adam17™ depende de la ADAM10.
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Figura 33: El desprendimiento de HB-EGF y TGFa inducido por BFA es dependiente de
ADAM17.

Células mEFs wild type, Adam17”" y Adam10/17™ fueron transfectadas transientemente con
(AP)-HB-EGF (A, Cy E) 0 (AP)-TGFa (B, D y F), y luego tratadas por 1 hora con 300 uM de
BFA o PMA (25 ng/ml) como control positivo. BFA induce desprendimiento dependiente de
ADAML17 evidenciado por el incremento significativo de HB-EGF (A) o TGFa (B) en las
células mEFs wild type. Experimentos idénticos fueron realizados en mEFs Adam17”, en
donde el tratamiento por 1 hora con BFA no incrementa el desprendimiento de HB-EGF (C)
pero si el de TGFa (D). Sin embargo, cuando células mEFs Adam10/17™ fueron tratadas con
BFA no incremento el desprendimiento de HB-EGF (E) o TGFa (F). Anélisis de ANOVA

como test primario y andlisis de Tukey como test secundario. Media £ SEM, n=3, Vehiculo:
Etanol. * p<0,05.
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Experimentos idénticos fueron realizados con un tratamiento de 50 uM de NF. En
donde se observé que NF indujo el desprendimiento de HB-EGF (Fig. 34A) y TGFa (Fig.
34B). El desprendimiento de HB-EGF y TGFo. fue abolido en las células mEFs Adam17”
(Fig. 34C, D). Estos resultados indican que el desprendimiento de HB-EGF y TGFa inducido
por NF es completamente dependiente de la ADAM17. Ademas, el desprendimiento de HB-
EGF y TGFa inducido por NF no fue detectado en las células mEFs Adam10/17™ (Fig. 34E y

F).

En conclusion, estos resultados sugieren que tanto BFA como NF inducen el
desprendimiento de HB-EGF y TGFa en una manera dependiente de la ADAMI17. Sin
embargo, el desprendimiento de TGFa inducido por BFA también depende de la activacion de

la ADAM10, al menos en ausencia de la ADAM17.
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Figura 34: El desprendimiento de HB-EGF y TGFa inducido por NF es dependiente de
ADAM17.

Células mEFs wild type, Adam17” y Adam10/17” fueron transfectadas transientemente con
(AP)-HB-EGF (A, Cy E) 0 (AP)-TGFa (B, D y F), y luego tratadas por 1 hora con 50 uM de
NF o PMA (25 ng/ml) como control positivo. NF induce desprendimiento dependiente de
ADAML17 evidenciado por el incremento significativo de HB-EGF (A) o TGFa (B) en las
células mEFs wild type. Experimentos idénticos fueron realizados en mEFs Adaml17” y
Adam10/177, en donde el tratamiento por 1 hora con NF no incrementa el desprendimiento de
HB-EGF (C y E) ni el de TGFa (D y F). Analisis de ANOVA como test primario y analisis de
Tukey como test secundario. Media + SEM, n=3, Vehiculo: Etanol. * p<0,05.
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Dado que BFA y NF inducen el desprendimiento de HB-EGF y TGFa, se evalud si el
desprendimiento de estos sustratos es dependiente de la presencia de iRhom1 o iRhomz2, dos
reguladores de la ADAML17 recientemente identificados (Adrain et al., 2012; Mcllwain et al.,
2012; Siggs et al., 2012; Issuree et al., 2013; Li et al., 2015). Primero, se evalud el
desprendimiento de HB-EGF y TGFa en células mEFs deficiente de iRhom1. 300 uM de BFA
0 50 UM de NF inducen el desprendimiento de HB-EGF y TGFa en estas células comparado

con las células mEFs wild type (Fig. 35), sugiriendo que el desprendimiento de TGFa y HB-

EGF inducido por BFA o NF no requiere iRhom1.
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Figura 35: El desprendimiento de HB-EGF y TGFa inducido por BFA y NF es
independiente de iRhom1.

Células mEFs wild type (A-D) y iRhom1™(E-H) fueron transfectadas transientemente con
(AP)-TGFa. (A, C, E y G) o con (AP)-HB-EGF (B, D, F y H), y luego tratadas por 1 hora con
300 uM de BFA, 50 uM de NF o PMA (25 ng/ml) como control positivo. BFA (A'y B) y NF
(C y D) inducen desprendimiento dependiente de ADAM17 evidenciado por el incremento
significativo de TGFa (A y C) o HB-EGF (B y D) en las células mEFs wild type.
Experimentos idénticos fueron realizados en mEFs iRhom1”, en donde el tratamiento por 1
hora con BFA (E y F) o NF (G y H) incrementa el desprendimiento de TGFa (E y G) y el de
HB-EGF (F y H). Analisis de ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test
secundario. Media + SEM, n=3, Vehiculo: Etanol. * p<0,05.
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Luego, se determind si BFA o NF pueden inducir desprendimiento de HB-EGF o
TGFo desde células mEFs que han perdido iRhom2 (iRhom2™), y si el rescate de la pérdida de

iIRhom2 mediante la sobreexpresion de iRhom2 afecta el resultado de este experimento.

Estudios previos han mostrado que el desprendimiento de HB-EGF depende de
iRhom2 y ADAM17, mientras que el desprendimiento de TGFa no depende de iRhom2 pero
si de la ADAM17, luego de un tratamiento de PMA 25 ng/ml por 1 hora (Maretzky et al.,
2013). Al transfectar células mEFs wild type con el plasmidio que expresa iRhom2 no se
observaron cambios en el desprendimiento de TGFa (Fig. 36A y C) cuando son tratadas con
300 uM de BFA (Fig. 36A) o 50 uM de NF (Fig. 36C) comparadas cuando se transfectaron
con el vector vacio (MAD2, Mitotic Arrest Deficient 2). Sin embargo se observo un aumento
en el desprendimiento basal de HB-EGF (Fig. 36 B y D) y el desprendimiento estimulado con
300 uM de BFA (Fig. 36B) o 50 uM de NF (Fig. 36D) las células mEFs wild type
transfectadas con el plasmidio que expresa iRhom2 comparada con aquellas transfectadas con
el vector vacio. Por lo tanto, en células mEFs wild type que sobreexpresan iRhom2 se observa
un aumento del desprendimiento basal y estimulado de HB-EGF y no de TGFa, indicando
nuevamente que el desprendimiento de HB-EGF depende de iRhom2 y no asi el

desprendimiento de TGFa.

Por otro lado, el tratamiento con BFA induce desprendimiento de TGFa, pero no de
HB-EGF en las células mEFs iRhom2™ transfectadas con el vector vacio MAD2 (Fig. 36E y F,
barras blancas). El tratamiento con PMA muestra el mismo efecto que BFA en estas células.

Sin embargo, cuando las células mEFS iRhom2” fueron trasfectadas con iRhomz2, tanto BFA
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como PMA indujeron desprendimiento de HB-EGF (Fig. 36F, barras negras). Por lo tanto, la
presencia de iRhom2 es esencial para el desprendimiento de HB-EGF, pero no de TGFa, en
las células mEFs cuando son tratadas con BFA. Estos resultados concuerdan con resultados
previos, en donde en ausencia de ADAM17, ADAM10 es necesaria para el desprendimiento

de TGFa inducido por el ionéforo ionomicina (Le Gall et al., 2009).

De igual manera, NF indujo el desprendimiento de TGFo de manera independiente de
la presencia de iRhom2 (Fig. 36G). Interesantemente, el desprendimiento de HB-EGF
inducido por NF fue también independiente de la presencia de iRhom2 (Fig. 36H), mientras
que el desprendimiento de HB-EGF inducido por PMA si requiere de la presencia de iRhom2

(Fig. 36H).

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la estimulacién con NF puede inducir
desprendimiento de HB-EGF incluso en ausencia de iRhom2, y que utilizaria una via

completamente distinta y desconocida hasta ahora para activar la ADAML17.
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Figura 36: iRhom2 es requerida para el desprendimiento de HB-EGF inducida por BFA
pero no por NF.

Células mEFs wild type (A-D) y iRhom2™ (E-H) fueron co-transfectadas transientemente con
(AP)-TGFa (A, C, E y G) o con (AP)-HB-EGF (B, D, F y H), junto con WT-iRhom2 o el
vector vacio MAD?2, y luego tratadas por 1 hora con 300 uM de BFA, 50 uM de NF o PMA
(25 ng/ml) como control positivo. BFA (A y B) y NF (C y D) inducen desprendimiento
dependiente de ADAM17 evidenciado por el incremento significativo de TGFa (A y C) o HB-
EGF (B y D) en las células mEFs wild type. Experimentos idénticos fueron realizados en
mEFs iRhom2™, en donde el tratamiento por 1 hora con BFA (E y F) induce un incremento del
desprendimiento de TGFa (E), un sustrato independiente de iRhom2, pero no de HB-EGF (F,
barras blancas), un sustrato dependiente de iRhom2, el cual fue rescatado cuando las células
mEFs iRhom2™ fueron transfectadas con WT-iRhom2 (F, barras negras). Sin embargo, la
estimulacion de 1 hora con 50 uM de NF induce un incremento del desprendimiento de TGFa
(G) y HB-EGF (H). Analisis de ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test
secundario. Media £ SEM, n=3, Vehiculo: Etanol. * p<0,05.
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Se propone que el desprendimiento de HB-EGF inducido por NF en las células mEFs
iRhom2” podria estar mediado por la ADAM10, debido a que como se observé anteriormente,
en las células deficientes de la ADAM17, es la ADAM10 quien la reemplaza (Fig. 33). Para
responder a esta hipotesis, se usé el plasmidio AP-BTC, el cual expresa el dominio
intracelular, el de transmembrana y parte del extracelular del ligando betacelulina (BTC), el
cual es un sustrato especifico de la ADAM10 (Sahin et al., 2004; Sanderson et al., 2005),
fusionado a FA. Los resultados mostraron que ni 300 uM de BFA o 50 uM de NF indujeron
desprendimiento de BTC en las células mEFs wild type (Fig. 37A y B). Sin embargo, como se
ha descrito previamente, ionomicina, un ionéforo de calcio, indujo desprendimiento de BTC
en estas células (Fig. 37A y B) (Sanderson et al., 2005; Maretzky et al., 2013). BFA no indujo
el desprendimiento de BTC en las células mEFs Adam17” o Adam10/17" (Fig. 37C y D),
mientras que NF si lo hizo en las células mEFs Adam17” (Fig.37 E), pero no en las células
mEFs Adam10/17™ (Fig. 37F). Esto sugiere que la ADAM10 es activada por NF sélo cuando
la ADAML17 esta ausente (por ejemplo, en las células mEFs Adam177), pero no cuando la

ADAML17 esté presente (por ejemplo, en las células mEFs wild type).

Finalmente, se evalu6 si iRhom1/2 es requerida para el desprendimiento de BTC
inducido por NF. Los resultados mostraron que el desprendimiento de BTC fue inducido por
NF (Fig. 371 y J) pero no por BFA (Fig. 37G y H) en las células mEFs iRhom2™ (Fig. 37G e I)
o en las mEFs iRhom1/2” (Fig. 37H y J). Por lo tanto, estos resultados sugieren que NF
probablemente induce el desprendimiento de BTC activando a la ADAM10 en ausencia de la

ADAM17 (mEFs Adam177), o en ausencia de iRhom2 (mEFs iRhom2™), o en ausencia de
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ambas iRhomsl y 2 (mEFs iRhom1/27), las cuales se saben que son reguladores de la

ADAM17.
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Figura 37: El desprendimiento de BTC es inducido por NF s6lo cuando estd ausente
ADAM17 o ADAM17 madura.
Células mEFs wild type (A y B), ADAM17” (C y E), ADAM10/17" (D y F), iRhom2” (G e I) y
iRhom1/2”" (H y J) fueron transfectadas transientemente con (AP)-BTC (A-J), un sustrato de
ADAMI10, y luego tratadas por 1 hora con 300 uM de BFA, 50 uM de NF o ionomicina (IM
2,5 UM) como control positivo. BFA (A, C, D, G y H) no induce desprendimiento de BTC
mediante  ADAM10 en todas las células mEFs utilizadas. NF (B y F) no induce
desprendimiento de BTC mediado por ADAMI10 en las células mEFs wild type y
ADAM10/17", respectivamente. Sin embargo, NF induce desprendimiento de BTC mediado
por ADAM10 en las células mEFs ADAM177 (E), iRhom2™ (1) y iRhom1/27(J). Analisis de
ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. Media + SEM, n=3,
Vehiculo: Etanol. * p<0,05.
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Estos resultados entregan una nueva evidencia de la capacidad de los xenoestrégenos
BFA y NF de activar la ADAM17 o la ADAM10 de manera diferencial dependiendo del
contexto celular. Es por ello, que se propone que ambos xenoestrogenos posiblemente estan
activando diferentes cascadas de sefializacion. Por esta razdn, se determind de manera general
cuéles quinasas se estan fosforilando al estimular células LnCap por 15 minutos con 100 uM
de BFA o0 50 uM de NF, gue son las concentraciones a las cuales estos compuestos inducen
activacion de ADAM17 (ver Figura 31). Para esto, se utilizd un microarreglo de proteinas que
indica las quinasas que se activan con ambos estimulos. Se observé que en un tratamiento de
15 minutos con 100 uM de BFA o 50 uM de NF induce la fosforilacion de 20 quinasas y 4
quinasas, respectivamente, de un total de 43 quinasas analizadas por sobre dos veces la

activacion basal en el vehiculo (Fig. 38).
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Figura 38: BFA y NF inducen la fosforilacion de diferentes quinanasa.

Células LnCap fueron tratadas por 15 min con BFA 100 uM o NF 50 pM. Se determind la
fosforilacion de quinasas con un microarreglo que detecta quinasas fosforiladas. El grafico
muestra la cuantificacion de los pixeles mostrados en el panel de la izquierda. Se
seleccionaron aquellas quinasas cuya razon de cambio fue de dos veces o mas respecto al
vehiculo (etanol). (1) Punto de referencia, (2) p38a (T180/Y182), (3) Akt (S473), (4) PRAS40
(T246), (5) TOR (S2448), (6) CREB (S133), (7) HSP27 (S78/S82), (8) AMPKa2 (T172), (9)
c-Jun (S63), (10) Lyn (Y397), (11) Lck (Y394), (12) STAT2 (Y689), (13) STAT5a (Y694),
(14) STAT5b (Y699), (15) STATS5a/b (Y694/Y699), (16) STAT6 (Y641), (17) eNOS (S1177),
(18) Fyn (Y420), (19) Yes (Y426), (20) PLC-yl (Y783), (21) Chk-2 (T68) y (22) Control
negativo (PBS).

Para entender mejor el resultado obtenido, se hizo un analisis de las posibles vias de
sefializacion que se estan activando con el estimulo de BFA o NF, observandose que BFA

principalmente activa las vias de receptor de membrana acoplado a proteina G, por receptores
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tirosina quinasa como el receptor c-kit o de citoquinas pro-inflamatorias como IL2, 3y 6, y
vias que se activan por dafio celular, debido a que se observé la fosforilacion de PLCyl,
AMPKa2 y eNOS (Fig. 38), que corresponde a quinasas que participan en la via de GRCRs
(Chen et al., 1999; Nishino et al., 2004; McCudden et al., 2005; Kimura et al., 2006;
Rozengurt, 2007; Liu et al., 2012; Al-Jarallah et al., 2014) (Fig. 39A). También se observd la
fosforilacion de las quinasas Akt, Lyn, PRAS40, TOR, CREB, c-Jun y las STAT: 5a, 5b, el
dimero a/b, 2 y 6 (Fig. 38) que corresponden a quinasas que principalmente se activan por
receptores tirosina quinasa (Ryan et al., 1997; Du and Montminy, 1998; Brizzi et al., 1999; De
Miguel et al., 2002; Kim et al., 2003; Matsui et al., 2004; Sancak et al., 2007; Wang et al.,
2007; Yuan and Cantley, 2008) (Fig. 39A). Ademas, se observo la fosforilacion de las
quinasas p38a, Hsp27 y Chk-2 (Fig. 38) que esta descrito se activan por dafio celular como
por calor o tratamientos con drogas anticancerigenas (Sanchez-Prieto et al., 2000; Dorion and
Landry, 2002; Tichy et al., 2007; Venkatakrishnan et al., 2008) (Fig. 39A). Por ultimo, se
observd la fosforilacién de 4 quinasas, Lck, Yes y Fyn (Fig. 38), las cuales se han visto que
participan en las vias descritas anteriormente (Krystal et al., 1998; Silva, 2004; New and

Wong, 2007) (Fig. 39A).

Por otro lado, un tratamiento de 15 minutos con NF activa principalmente la via de
GPCRs, ya que se fosforilan las quinasas PLCyl y eNOS (Fig. 38). Y también la via del
receptor c-kit y citoquinas pro-inflamatorias, debido a que se encuentra fosforilado el dimero
STAT5a/b y PRAS40 (Fig. 38 y 39B) (Ryan et al., 1997; Brizzi et al., 1999; McCudden et al.,
2005; Kimura et al., 2006; Rozengurt, 2007; Sancak et al., 2007; Wang et al., 2007; Liu et al.,

2012; Al-Jarallah et al., 2014).
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Figura 39: Esquema de posibles vias de sefializacion inducidas por BFA 'y NF.

Esquema de las posibles vias de sefializacion inducidas por un tratamiento de 15 min con BFA
(A) o NF (B) en las celulas LnCap. BFA principalmente activa las vias de receptor de
membrana acoplado a proteina G, receptores tirosina quinasa o por dafio celular (A), en
cambio NF principalmente activa las vias de receptor de membrana acoplado a proteina G y de
receptores tirosina quinasa (B). Las proteinas fosfotiladas partcipan en las vias de: (1)
adhesion y migracion celular, (2) crecimiento, diferenciacion y sobrevida celular y (3)
apoptosis. En azul se muestran las proteinas que se fosforilan con el tratamiento, mientras que
las proteinas en gris corresponden a proteinas que no se observaron fosforiladas o no fueron
analizadas pero participan en las vias explicadas.

Por lo tanto, un tratamiento de 15 min con BFA podria estar induciendo por un lado
adhesion y migracion celular, asi como crecimiento, diferenciacion y sobrevida, y por otro
lado apoptosis (Fig. 39A). Mientras que un tratamiento de 15 min con NF podria estar
induciendo adhesion y migracién celular, asi como crecimiento, diferenciacion y sobrevida
(Fig. 39B). Finalmente se puede sugerir ambos xenoestrégenos BFA y NF activan vias de
sefializacion similares, pero posiblemente los compuestos actien con diferentes tiempos de

activacion.
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4. Estudiar in vitro la presencia de la ADAM17 sobre la apoptosis inducida por BFA

y NF en lineas celulares.

Para estudiar in vitro la presencia de la ADAM17 sobre la apoptosis inducida por BFA o NF
en las células TM4 y LnCap, las lineas celulares fueron transfectadas con 10 ug de sShRNA en
contra del mensajero de la ADAML17 por 24 horas y luego estimuladas por 24 horas con BFA
0 NF 0,05 uM en el caso de las células TM4, y estimuladas por 6 horas con BFA 100 uM o
NF 50 uM en el caso de las células LnCap. Se eligi6 esta concentracion y tiempo debido a que
es la misma con la que se observa un aumento de la actividad de la ADAML17 determinada

indirectamente con la actividad de FA en el objetivo anterior.

Mediante western blot se observé un aumento de 2,8 y 1,9 veces del fragmento de 86
kDa de PARP, el cual al ser un sustrato de la caspasa-3 indica activacion de casapasas y con
ello un proceso de apoptosis (Duriez and Shah, 1997), en las células TM4 tratadas con BFA y
NF, respectivamente (Fig. 40A), lo que disminuyd en un 83% y en un 97% cuando las células
fueron transfectadas previamente con el shRNA en contra del mensajero de la ADAML17,
respectivamente (Fig. 40A). Lo mismo fue observado en las células LnCap, ya que un
tratamiento con BFA o NF indujo un aumento de 5,4 y 3,2 veces del fragmento de 86 kDa de
PARP, lo que fue reducido en un 63% y en un 60% cuando las células fueron transfectadas
previamente con el sShRNA en contra del mensajero de la ADAML17, respectivamente (Fig.

40B y C).
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Figura 40: ADAM17 participa en el aumento de PARP clivado inducido por BFA y NF
en las células TM4 y LnCap.

24 horas de tratamiento con BFA o NF 0,05 uM (A) induce un incremento de los niveles
proteicos del fragmento de 86 kDa de PARP determinado por western blot, lo cual fue
prevenido al usar un shRNA en contra del mensajero de la ADAM17 en las células TM4. 6
horas de tratamiento con BFA 100 uM (B) o NF 50 uM (C) induce un incremento de los
niveles proteicos del fragmento de 86 kDa de PARP determinado por western blot, lo cual fue
prevenido al usar un shRNA en contra del mensajero de la ADAML17 en las células LnCap.
Analisis de ANOVA como test primario y analisis de Tukey como test secundario. Media +
SEM, n=3. * p<0,05.
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Con el fin de evaluar mejor si la ausencia de la ADAML7 previene la apoptosis
inducida por BFA y NF se determiné el porcentaje de células sub-G1 y el porcentaje de
células Anexina V positivas e ioduro de propidio (IP) negativas mediante citometria de flujo.
Ambos métodos son ampliamente utilizados para evaluar apoptosis, el primero fue descrito
por Gong et al. el afio 1994, en el cual mediante citometria de flujo se determina el ciclo
celular y debido a que en el proceso de apoptosis hay fragmentacion del DNA, esta
fragmentacion puede ser cuantificada por la poblacién de células observadas en la fase del
ciclo celular sub-G1 al incubar las células con previamente con IP (Gong et al., 1994). En el
segundo ensayo se determind por citometria de flujo el porcentaje de células Anexina V
positivas e IP negativas, debido a que se sabe que durante la apoptosis hay externalizacién de
fosfatidilserina, se utiliza Anexina V, la cual se une a la fosfatidilserina (\Vermes et al., 1995),

marcada con un fluoréforo para cuantificar la externalizacion de este fosfolipido.

Mediante citometria de flujo se observo un aumento de 2,1y 2,2 veces en el porcentaje
de celulas sub-G1 cuando células TM4 fueron tratadas por 24 horas con BFA o NF 0,05 pM,
respectivamente, lo cual disminuyd en un 54% y en un 57% al transfectar previamente las
células con un shRNA en contra de la ADAM17, respectivamente (Fig. 41A y B). Cuando se
evalud el porcentaje de células Anexina V positivas e IP negativas, se observé un aumento de
4,4y 3,0 veces en el porcentaje de estas células cuando fueron tratadas por 24 horas con BFA
0 NF 0,05 pM, respectivamente, lo cual disminuyo en un 64% y en un 55% al transfectar

previamente las células con un shRNA en contra de la ADAM17 (Fig. 41C).
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Figura 41: ADAML17 participa en la apoptosis inducida por BFA y NF en las células
TMA4.

24 horas de tratamiento con BFA o NF 0,05 uM induce un incremento del porcentaje de la
poblacién de células sub-G1 (A y B) y del porcentaje de células Anexina V positivas e IP
negativas (C) determinado por citometria de flujo, lo cual fue prevenido al usar un shRNA en
contra del mensajero de la ADAML17 en las células TM4. Analisis de ANOVA como test
primario y anélisis de Tukey como test secundario. Media + SEM, n=3. * p<0,05.
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Lo mismo fue observado en las células LnCap, ya que un tratamiento de 100 uM de
BFA 0 100 uM de NF indujo un aumento de 2,4 y 3 veces en el porcentaje de celulas sub-G1,
respectivamente, lo cual disminuyd en un 63% Yy en un 54%, respectivamente, al transfectar
previamente las células con un shRNA en contra de la ADAM17 (Fig. 42A y B). Cuando se
evalud el porcentaje de células Anexina V positivas e IP negativas, se observo un aumento de
1,5y 1,7 veces en el porcentaje de estas células cuando son tratadas por 24 horas con BFA o
NF 0,05 puM, respectivamente.Este aumento disminuyd en un 20% en ceélulas tratadas con
BFA y en un 30% en células tratadas con NF al transfectar previamente las células con un

shRNA en contra de la ADAM17 (Fig. 42C).

Estos resultados sugieren fuertemente que la ADAM17 participa en la apoptosis in

vitro inducida por BFA y NF en las células TM4 y LnCap.
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Figura 42: ADAML17 participa en la apoptosis inducida por BFA y NF en las células
LnCap.

6 horas de tratamiento con BFA 100 uM o NF 50 uM induce un incremento del porcentaje de
la poblacién de células sub-G1 (A y B) y del porcentaje de células Anexina V positivas e IP
negativas (C) determinado por citometria de flujo, lo cual fue prevenido al usar un shRNA en
contra del mensajero de la ADAM17 en las células LnCap. Andlisis de ANOVA como test
primario y analisis de Tukey como test secundario. Media + SEM, n=3. * p<0,05.
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En conjunto, los resultados de esta tesis, permiten postular el siguiente modelo de

accion de BFA y NF en la induccién de la apoptosis mediante la ADAML17 (Fig. 43).
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Figura 43: Modelo de accion de BFA y NF en la induccion de apoptosis.

BFA y NF inducen apoptosis a través de un mecanismo que involucra a la ADAM17. La
activacion de la ADAML17 puede ser a través de la quinasa p38, la cual se sabe que al inhibirla
disminuye los niveles de la ADAML17 en la superficie celular, y la muerte de células
germinales inducida por BFA y NF. ADAML17 también puede ser activada por transactivacion
de receptores acoplados a proteina G. Por otro lado, se requiere de la presencia de iRhom2
para la activacion de la ADAML17 inducida por BFA y NF. La activacién de la ADAM17
podria gatillar el desprendimiento de receptores sobrevida, como c-kit, inhibiendo asi la
sobrevida celular, incrementando los niveles de p53 y p73, induciendo a un aumento de las
proteinas pro-apoptoticas BAX y BAK, activandose la via intrinseca de la apoptosis. Por otro
lado, la ADAMI17 podria gatillar el desprendimiento de TNFa, el cual al unirse a su receptor,
TNFRI, induce la activacién de la via extrinseca de la apoptosis y también puede inducir la
expresion del ligando FASL, el cual al unirse a su receptor FAS también se activa la via
extrinseca de la apoptosis.
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DISCUSION

La ausencia de la ADAML17 en células germinales masculinas meidticas y post-meioticas
provoca alteraciones histoldgicas en la espermatogénesis y desregulacion de hormonas

reproductivas

Durante la espermatogénesis hay una compleja interaccion entre los diferentes tipos de
células, en donde la sefializacion para/juxtacrina juega un papel fundamental (Cheng et al.,
2010). Las proteinas ADAM modulan la interaccion célula-célula o célula-matriz, a través de
la regulacion del desprendimiento de ligandos como factores de crecimiento, citoquinas,
moléculas de adhesion y receptores (Blobel, 2005). Estas proteinas estan ampliamente
distribuidas a lo largo de diferentes tejidos, y el patron de expresion y funcion de las isoformas
son reguladas durante el desarrollo, la diferenciacion celular y en condiciones patoldgicas. En
el tracto reproductor masculino, las ADAMs se expresan diferencialmente en los testiculos, el
epididimo, los conductos deferentes y la prostata, sugiriendo que su funcion es regulada de
acuerdo a los requisitos de cada 6rgano (Moreno et al., 2011a). Ademas, nosotros previamente
mostramos que la ADAML17 se expresa y se localiza en la membrana celular (lo que es
concomitante a su activacion) diferencialmente en las células germinales durante la
espermatogénesis de rata, lo que sugiere que la ADAM17 pareciera ser activada en periodos

especificos de la espermatogénesis (Urriola-Munoz et al., 2014b).
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Para conocer cual es el rol de la ADAML17 en el desarrollo de la espermatogénesis, se
cred un raton knock out condicional para las células germinales meioticas y post-meioticas
(AD17KO-GC) (Fig. 1, 2, 3, 4 y 5), en los cuales se observa una diminucion del peso relativo
del testiculo a los 21 y 60 dias de edad comparado con los ratones wild type (Fig. 6). Esa
disminucion puede ser explicada por una reduccién del nimero de células germinales dentro
del epitelio del tabulo seminifero, la cual se ve reflejada en una disminucion de la altura de
este epitelio, del lumen y del didmetro del tubulo seminifero en los ratones AD17KO-GC (Fig.
7'y 8). Estudios previos han reportado una disminucion del tamafio del testiculo, del nimero
de células germinales y del didametro del tubulo seminifero en ratones knock out que pierden el
receptor de andrdgeno tanto ubicuamente (ARKO) como especificamente en las células de
Sertoli (SCARKO) a los 20 y 60 dias de edad (Chang et al., 2004; De Gendt et al., 2004;
O'Shaughnessy et al., 2012), y ademas se ha reportado una disminucion de la masa testicular y
del didmetro del tdbulo seminifero cuando a ratones de 20 dias de edad se le administra 100
pg de estradiol por 15 dias (Pak et al., 2003). Estos resultados se correlacionan con los
obtenidos en los ratones AD17KO-GC, ya que como se mencioné anteriormente, se observa
una disminucion del peso relativo del testiculo y de los pardmetros histolégicos del epitelio
seminifero (Fig. 6, 7 y 8) y, ademéas se observa una disminucion y un incremento en los
niveles séricos de testosterona y estradiol, respectivamente, en los ratones AD17KO-GC
comparado con los ratones wild type (Fig. 9). Cabe destacar, que en los ratones heterocigotos,
solo se observa una disminucién del peso relativo del testiculo y de los parametros
histologicos del epitelio seminifero a los 60 dias de edad, y no a los 21 como en los ratones
que pierden en ambos alelos la adam17 (Fig. 6, 7 y 8). Esto puede deberse a que la ausencia de

la ADAM1Y7 en las células germinales provoca un dafio acumulativo en el tiempo, en donde la
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ausencia de un solo alelo de la adam17 no provoca alteraciones en los ratones prepuberes,

pero si en los adultos.

Por otro lado, en los ratones AD17KO-GC se observo vacuolizacion en la base del
epitelio seminifero y alteraciones en la localizacion de los tipos de células germinales (Fig. 7).
En relacion a esto, estudios previos han mostrado la participacion de andrdgenos y estrogenos
en la regulacion de la barrera hematotesticular (Meng et al., 2005; Pan et al., 2008; Willems et
al., 2010). La barrera hematotesticular es una estructura organizada y dinamica conformada
por proteinas de uniones estrecha (tales como ocludinas, claudinas, etc.), proteinas de anclaje
(como N-caderina) y proteinas gap (como conexina 43), las cuales dividen al tubulo
seminifero en dos compartimentos:1) el basal en donde se encuentran las espermatogonias, y,
2) el abduminal en donde hay un microambiente especifico para las células meidticas y post-
meidticas (Wong and Cheng, 2005). Se observa una falla en la estructura de la barrera
hematotesticular en ratas tratadas con estradiol (Pan et al., 2008), mientras que ratones
SCARKO muestran una falla en la formacion de la barrera hematotesticular, observandose en
los cortes transversales de algunos tubulos seminiferos una especie de vacuolizacién en la base
del epitelio seminifero (Willems et al., 2010) al igual que en los ratones AD17KO-GC (Fig.
7). La testosterona actla a través de su receptor expresado en las células de Sertoli, regulando
la expresion de proteinas que forman la barrera hematotesticular (Meng et al., 2005), por lo
que se sugiere fuertemente, que aquella vacuolizacion observada en los ratones AD17KO-GC
podria corresponder a una falla en la formacién de la barrera hematotesticular, por una
desregulacién en la expresion de proteinas que forman la barrera, como consecuencia de una

disminucion y un aumento de los niveles séricos de testosterona y estradiol, respectivamente.
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Hasta el momento se sugiere que la disminucion del peso testicular, del nimero de
células en el epitelio seminifero, la altura del epitelio seminifero y el didmetro de este, junto
con la vacuolizacion observada en la base del tabulo seminifero (posible falla en la formacién
de la barrera hematotesticular) de los ratones AD17KO-GC, se debe a los cambios en los
niveles séricos observados de testosterona y estradiol. Sin embargo, faltaria explicar por qué
en aquellos ratones que no poseen la ADAM17 en las células germinales meidticas y post-
meidticas se observa un desbalance endocrino. Respecto a esto, estudios han mostrado que
cuando membranas sinoviales disecadas provenientes de articulaciones de rodilla de rata son
tratadas con TNFa o TGFpB1 se observa un aumento o una disminucion en los niveles del
mensajero de TIMP-1 (Tissue inhibitor of metalloproteinase-1), respectivamente (Hyc et al.,
2011). Ademas, se sabe que TNFa induce secrecion de TIMP-1 en la linea celular 3T3-L1
provenientes de adipocitos de ratdon (Kralisch et al., 2005). Interesantemente, el afio 1995 el
grupo de investigacion de Papadopoulos mostré que las células de Sertoli, in vitro, secretan un
factor, de 80 kDa correspondiente a un complejo entre TIMP-1 y procatepsina L, que estimula
la esteroidogeénesis en las células de Leydig (Boujrad et al., 1995). Por lo tanto, se sugiere que
en los ratones AD17KO-GC habria un déficit en la libracion de TNFa inducido por la
ADAML17, lo que impidiria la activacion del receptor TNFRI ubicado en las células de Sertoli
(Mauduit et al., 1996), y por otro lado, habria un aumento de la via de sefalizacion de TGFp1
debido a que en estos ratones hay un déficit del desprendimiento del receptor de TGFpI,
ubicado en las celulas de Sertoli el cual también es sustrato de la ADAML17 (Le Magueresse-
Battistoni et al., 1995; Liu et al., 2009). Por lo tanto, en estos ratones habria una disminucion
de la secrecion de TIMP-1 desde las células de Sertoli, lo que provocaria una consecuente

reduccion de la esteroidogénesis en las células de Leydig, lo que explicaria la disminucién de
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los niveles séricos de testosterona en estos ratones comparado con los ratones silvestres (Fig.
9A 'y Fig. 44). De todas formas, como proyeccion de este trabajo, seria interesante medir los

niveles de TIMP-1 en los ratones AD17KO-GG para corroborar esta hipotesis.

Por otro lado, se ha descrito que TNFa disminuye la actividad de la aromatasa, enzima
que produce estradiol a partir de testosterona, inducida por FSH en las células de Sertoli
(Mauduit et al., 1993). Por lo tanto, se sugiere que en los ratones AD17KO-GC hay un
aumento de la actividad de la aromatasa en las células de Sertoli debido a la disminucién de
TNFa, lo que explicaria el aumento de los niveles séricos de estradiol observado en estos
ratones comparado con los ratones wild type (Fig. 9B y 43). También, como proyeccion de
este trabajo, se sugiere medir la actividad de la aromatasa en las células de Sertoli para

corroborar esta hipotesis.

Estd ampliamente estudiado que el desarrollo de la espermatogénesis esta altamente
regulado por sefiales para/yuxtacrina, autocrinas y endocrinas (Hermo et al., 2010), y que
existe una compleja comunicacion entre todos los tipos celulares ubicados en el testiculo
(Gnessi et al., 1997). En esta tesis se mostr6é por primera vez que la ADAM17 de las células
germinales meioticas y post-meiéticas, a través de las células de Sertoli, podria tener
incidencia en la regulaciéon de la produccion de testosterona por las células de Leydig y de

estradiol por las células de Sertoli.
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Figura 44: Esquema representativo de la interaccion entre célula germinal y célula de
Sertoli mediada por la ADAM17.

Esquema de interaccion célula germinal-Sertoli-Leydig en raton wild type (A) y en ratdn
Stra8Cre;ADAM17"°Y4(B).En el ratén wild type (A) TNFa es liberado desde la célula
germinal mediante la ADAM17, el cual al unirse a su receptor TNFRI, ubicado en la célula de
Sertoli, disminuye la actividad aromatasa y aumenta la expresion y liberacion de TIMP-1. Por
otro lado, la ADAML17 desprende el dominio extracelular del receptor TGFR1 de la célula de
Sertoli, reduciendo la sefalizacion de TGFp en disminuir la expresion de TIMP-1. Las células
de Leydig en presencia de TIMP-1 aumentan la esteroidogénesis. En el raton
Stra8Cre;ADAM17"¥* (B) en ausencia de ADAM17 disminuye la liberacién de TNFa desde
la célula germinal, disminuyendo asi la sefalizacion por su receptor TNFRI. Como
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consecuencia, disminuye la inhibicion de la aromatasa, aumentando los niveles de estradiol, y
también disminuye la expresion y liberacion de TIMP-1 desde la célula de Sertoli. Ademas, en
ausencia de la ADAML17, el receptor TGFRI no es desprendido de la célula de Sertoli, por lo
que al ser unido a su ligando TGFB1 disminuye la expresiéon de TIMP-1 en la célula de Sertoli.
Como consecuencia, disminuye la esteroidogénesis en las células de Leydig inducido por
TIMP-1, disminuyendo los niveles de testosterona. Este desbalance endocrino produce una
disminucion del peso relativo del testiculo, una disminucion en los parametros histoldgicos
(Diametro de tubulo seminifero, diametro del lumen del tibulo seminifero y altura del epitelio
seminifero), y una falla en la barrera hematotesticular.



139

La ablacion de la ADAM17 en células germinales masculinas meioticas y post-meioticas

previene la apoptosis fisiologica en células germinales

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la ADAML17 se localiza en las células
germinales apoptdticas, y que dos inhibidores farmacoldgicos de la ADAM17, GW280264X
(Ludwig et al., 2005) y TAPI-0 (Mullberg et al., 1995), previenen la apoptosis de células
germinales (Lizama et al., 2010), sin embargo hasta el momento no se sabia si la presencia de
la ADAML17 en las células germinales masculinas es fundamental en la apoptosis de estas
células. Este es el primer trabajo que muestra que la ablacion genética de la ADAML17,
mediante la utilizacién de un ratdén knock out condicional para la ADAML17 en las células
germinales meidticas y post-meioticas disminuye la apoptosis de células germinales in vivo

(Fig. 10 y 11).

El mecanismos por el cual la ADAM17 disminuye la apoptosis de células germinales
masculinas no se ha sido dilucidado, sin embargo estudios previos de nuestro laboratorio han
mostrado que las células germinales apoptéticas pierden el dominio extracelular del receptor
c-kit, proceso en el cual participa la ADAM17 (Lizama et al., 2010). Previamente se ha
mostrado que la inhibicion farmacoldgica de la via de sefializacion de sobrevida mediada por
el receptor c-kit induce apoptosis (Levy et al., 2009). Ademas, datos previos indican que en
celulas de mastocitos que tienen la ADAM17 cataliticamente inactiva y por lo tanto disminuye
el desprendimiento constitutivo de sus sustrato, hay un incremento de la expresion en la
superficie celular del receptor c-kit, junto con una disminucion de la apoptosis comparado con

mastocitos wild type (Cruz et al., 2004). Por lo tanto, esto podria explicar el hecho de que en
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los ratones AD17KO-GC se observe una disminucion de la apoptosis de células germinales,
debido a que la inhibicion y/o disminucion del desprendimiento del dominio extracelular del
receptor c-kit permite la activacion de la via de sobrevida celular inducida por c-kit bajo
condiciones fisiologicas. Entonces, el desprendimiento del dominio extracelular del receptor c-
kit mediado por la ADAM17 es uno de los elementos desencadenantes de la apoptosis
fisioldgica de células germinales masculinas durante la primera onda de la espermatogénesis

(Fig. 44).

Por otro lado, la sefial juxta/paracrina Fas/FasL esta presente en el testiculo. Fas ha
sido localizado en las células germinales, mientras que su ligando FasL es expresado por las
células de Sertoli, siendo esta una de las vias reguladoras de la apoptosis de células germinales
masculinas (Lee et al., 1997). Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que la
apoptosis de espermatocitos durante la primera onda de la espermatogénesis esta asociado con
una sobreexpresion del receptor Fas y activacion de las caspasas-8, -9, -3, -6 y -2, activandose
tanto la via intrinseca como extrinseca de la apoptosis (Lizama et al., 2007; Codelia et al.,
2008). Ademas, se ha mostrado que las células de Sertoli expresan el receptor TNFRI,
mientras que las células germinales liberan TNFo después de un dafio celular, y la activacion
del receptor TNFRI en las células de Sertoli induce la expresion de FasL a través de la
activacion de los factores de transcripcion NF-xB y Sp-1 (Yao et al., 2007). Por lo tanto, esto
sugiere que la disminucion de la apoptosis de células germinales masculinas observada en los
ratones AD17KO-GC se debe a la disminucion del desprendimiento de TNFo mediado por la

ADAML17, lo que impide la activacion de TNFRI en la celula de Sertoli y la consiguiente
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sobreexpresion de FasL, y activacion de las vias inductoras de apoptosis mediada por el

receptor Fas (Fig. 44).

En resumen, la ausencia de la ADAML17 en las células germinales meidticas y post-
meioéticas impiden el desprendimiento del receptor c-kit y de la citoquina TNFa, y por lo tanto,
por un lado permite la activacion de la via de sobrevida mediada por el receptor c-kit, mientras
que por otro lado impide la activacion de la via de apoptosis mediado por Fas/FasL. Teniendo

como resultado una diminucion de la apoptosis de células germinales masculinas.

Cabe destacar que no se previene completamente la apoptosis de células germinales en
los ratones AD17KO-GC (Fig. 10 y 11), esto podria ser explicado porque la ADAM17
expresada en otro tipo celular, como las células de Sertoli, participe en la apoptosis de las
células germinales. Por otro lado, en esta tesis se mostré que la ADAM10 desprende sustratos
de la ADAM17 en ausencia de esta in vitro (Fig. 33 y 37, ver discusién mas adelante), al igual
que en un trabajo previo, en que cuando se inhibe crénicamente a la ADAML17 es la ADAM10
la que desprende TGFa en presencia de un ion6foro de calcio como ionomicina en las células
mEFs (Le Gall et al., 2009). Por otro lado, previamente nuestro laboratorio mostré que la
inhibicion farmacoldgica por 24 horas de la ADAM10 no disminuye la apoptosis de células
germinales de rata (Lizama et al., 2010). Sin embargo, en base a que la ADAM10 compensa la
falta de la ADAM17 so6lo cuando esta se inhibe cronicamente y no de forma aguda, se sugiere
que en los ratones AD17KO-GC, en donde la ADAM17 esta ausente de forma crénica en las
celulas germinales meidticas y post-meidticas, es la ADAM10 quien podria participar en la

apoptosis de celulas germinales. Esta seria una primera aproximacion in vivo que muestra que
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en ausencia de la ADAML17 podria ser la ADAM10 la que participa en la apoptosis de células
germinales como un mecanismo compensatorio. Para responder a esta hipdtesis, seria
interesante crear un raton doble knock out para la ADAM10 y la ADAML17 en las células
germinales masculinas y determinar la apoptosis en estas células. Finalmente, otra posible
explicacion del porqué se observa apoptosis de células germinales en los ratones AD17KO-
GC puede deberse a una compensacion con la activacion de otra via de apoptosis, como ocurre
por ejemplo en los ratones en donde se deleciona el ligando TRAIL (Tumor Necrosis
FactorApoptosis Inducing Ligand), ligando que al unirse a su receptor TRAIL-R activa la via
extrinseca de la apoptosis (Kuang et al., 2000), ya que se observa una compensacion por
activacion de la via extrinseca de la apoptosis mediada por el receptor FAS, induciéndose asi

la apoptosis de células germinales en estos ratones (Lin and Richburg, 2014).

Debido a que hay una disminucion de la apoptosis de células germinales masculinas en
los ratones AD17KO-GC, se esperaba algin problema de fertilidad en estos ratones al igual
que lo observado en los ratones donde se delecionan los genes anti-apoptdticos o se
sobreexpresan los genes pro-apoptoticos de la familia Bcl-2, ya que estos ratones son infértiles
por un por un arresto de la espermatogénesis en el comienzo de la meiosis, (Knudson et al.,
1995; Yamamoto et al., 2001; Russell et al., 2002; Yan et al., 2003; Coultas et al., 2005). Esta
infertilidad puede ser explicada por una falla en eliminar aquellas células germinales
producidas en exceso y que no pueden ser sustentadas por la célula de Sertoli, ya que se sabe
que el numero de espermatidas en ratas adultas depende del nimero de células de Sertoli
producidas durante el desarrollo perinatal (Orth et al., 1988), y ademas que la apoptosis de

células germinales en la primera onda de espermatogénesis es necesaria para el desarrollo
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funcional de la espermatogénesis (Rodriguez et al., 1997). En resumen, debe existir un balance
entre el nimero de células germinales y células de Sertoli para el correcto desarrollo de la
espermatogénesis. En relacion a esto, a diferencia de lo esperado los ratones AD17KO-GC son
fértiles y ademas tienen en promedio el mismo nimero de crias por camada que los ratones
wild type, sin embargo se observo una disminucion del nimero de espermatozoides en el
epididimo de ratones de 120 dias de edad AD17KO-GC comparado con los wild type (Fig.

12).

La disminucion del namero de espermatozoides en el epididimo observado en los
ratones AD17KO-GC puede deberse a que en vista de que hay una disminucion de los niveles
séricos de testosterona (Fig. 9), hormona esencial para el desarrollo de la espermatogénesis,
debido a su participacion en la induccion de la meiosis y la subsecuente diferenciacion de
espermatidas (McLachlan et al., 2002; De Gendt et al., 2004), hay una disminucion en el
namero de células germinales que entran al proceso de meiosis, y por ende disminuye el
namero de espermatozoides en el epididimo. Estos ratones ademas presentan una disminucién
del peso testicular y de los parametros histoldgicos (Fig. 6 y 8) que soportan la hipétesis de
que hay menos células en el proceso de la espermatogénesis. Para corroborar esta hipétesis
seria interesante estudiar los marcadores de proliferacién que hay en los ratones AD17KO-
GC, para determinar si hay menos células que estan entrando en meiosis en estos ratones. Por
otro lado, se sugiere que en los ratones AD17KO-GC hay una falla en la formacién de la
barrera hematotesticular (Fig. 7), por lo que en el compartimiento adluminal del tubulo

seminifero no habria un microambiente necesario para el correcto desarrollo de la
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espermatogénesis, lo que se puede traducir en un menor nimero de espermatozoides

producidos.

Una posible explicacion de porqué a pesar de encontrar dafios histolégicos,
desregulacién de los niveles hormonales y disminucion de la concentracion de
espermatozoides en el ratdbn AD17KO-GC, éstos son fértiles, puede ser explicado porque no
hay diferencia en el porcentaje de RA espontanea (Fig. 13A), que nos indica la integridad del
acrosoma en un estado basal (Rufas et al., 1998; Marti et al., 2000), o en el porcentaje de RA
inducida por P4 (Fig. 13B), la cual refleja la capacidad del espermatozoide de responder a
inductores fisioldgicos que se encuentran en el tracto genital femenino que determina su
competencia para fecundar al ovocito (Kirkman-Brown et al., 2002; Arienti et al., 2010; Jin et

al., 2011).

En conclusion la ausencia de la ADAM17 en células germinales masculinas mei6ticas
y post-meiéticas disminuye la apoptosis fisiolégicas de estas células, sin embargo, no se
observan problemas de fertilidad o disminucién del numero de crias por camada en estos

ratones a pesar de disminuir el conteo de espermatozoides en el epididimo.
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La ADAML17 participa en la apoptosis inducida por los xenoestrogenos Bisfenol A y 4-

Nonilfenol

Esta ampliamente descrito que BFA y NF generan una disrupcion en la espermatogénesis en
animales de estudio (Lagos-Cabre and Moreno, 2012). Por ejemplo, se ha observado un
aumento de células caspasa-3 activa y TUNEL positiva por tabulo seminifero cuando ratones
de 31 dias de edad fueron tratados con 480 mg/kg/dia de BFA durante 14 dias (Li et al., 2009).
Por otro lado, se observd un aumento de células TUNEL positivas por tabulo seminifero,
cuando ratas de 20 dias de edad son tratadas con 125 mg/kg/dia de NF durante 60 dias (Han et
al., 2004). Ademas, cuando ratas de 7 dias de prefiez fueron tratadas con 100 mg/kg/dia de NF
durante toda la gestacion, lactancia y luego las crias, hasta que estas tuvieran 10 semanas de
edad, se observo en los machos un aumento de células TUNEL y caspasa-3 activa positivas en
los tubulos seminiferos (McClusky et al., 2007). Por Gltimo, un trabajo reciente de nuestro
laboratorio mostré que una sola dosis de 50 mg/kg de BFA o NF aumenta el nimero de
células Sub-G1, de células picnéticas, caspasa-3 activa y TUNEL por tubulo seminifero
(Urriola-Munoz et al., 2014a) en ratas de 21 dias tratadas por 24 horas. Sin embargo, en esta
tesis se muestra que una tratamiento de 24 horas con una dosis Unica de 1 mg/kg de BFA o
NF, menor a la utilizada en los trabajos anteriormente descritos y menor a la dosis NOAEL
(No Observed Adverse Effect Level, por sus siglas en inglés) correspondiente a 5 mg/kg/dia
para BFA (WHO, 2010b) y 15 mg/kg/dia para NF (WHO, 2002), induce un aumento de
células germinales apoptoticas, determinado por el aumento del nimero de células picnoticas
por tubulo seminifero (Fig. 14 y 15), el nimero de células caspasa-3 activa positiva por tubulo

seminifero (Fig. 16) y por el nimero de células TUNEL positivas por tubulo seminifero (Fig.
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17) en los ratones de 21 dias de edad wild type. BFA y NF induce apoptosis de células
germinales, pero no de las células de Sertoli in vivo. Sin embargo, en esta tesis también se
mostré que, in vitro, BFA y NF inducen apoptosis en la linea celular TM4, proveniente de
células de Sertoli (Fig. 40, 41 y 42), corroborando asi resultados descritos previamente (Gong
et al., 2009; Choi et al., 2014; Qian et al., 2014), por lo que esta diferencia puede deberse
porque bajo condiciones in vitro las células de Sertoli pueden estar mas propensas a los
estimulos de muerte en comparacion a condiciones in vivo, debido a que ellas tienen sefiales se

sobrevida en su contexto de comunicacion intercelular que las protegen de la apoptosis.

Trabajos previos de nuestro laboratorio han mostrado que la ADAML17 participa en la
apoptosis de células germinales y de lineas celulares provenientes de espermatogonias y
espermatocitos (GC-1 y GC-2) inducida por la droga anticancerigena etoposide, la cual es un
inhibidor de la topoisomerasa Il que induce dafio al DNA (Lizama et al., 2011; Lizama et al.,
2012). También han mostrado que la mayoria de las células apoptoticas son células germinales
positivas para la ADAM17, y que la ADAM17 participa en la apoptosis de células germinales
inducida por los xenoestrogenos BFA y NF, debido a que en una aproximacion in vivo se
mostrd que un inhibidor farmacoldgico de la ADAM17, GW280264X, previno la apoptosis
inducida por un tratamiento de 24 horas de una Unica dosis de 50 mg/kg de BFA o NF

(Urriola-Munoz et al., 2014a).

Debido a que en los trabajos previos se utilizdé un inhibidor farmacologico, el cual se
inyecto intratesticularmente, y al asumir una distribucion homogénea, no se sabe cual

ADAML1Y7 es la que participa en la apoptosis de células germinales, es decir, la ADAML17 de
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las mismas células germinales o la de las células de Sertoli, ya que previamente nosotros
mostramos que la ADAM17 se expresa en ambos tipos celulares (Urriola-Munoz et al.,
2014b). Por esta razon, en esta tesis se extendieron los resultados obtenidos por el laboratorio
anteriormente y se logro determinar por primera vez que es la ADAML17 de las células
germinales meidticas y post-meidticas la que participa en la apoptosis inducida de células
germinales. Debido a que el aumento de la apoptosis de células germinales inducido por un
tratamiento de 24 horas con una dosis Unica de 1 mg/kg de BFA o NF disminuye
aproximadamente a la mitad en los ratones heterocigotos y disminuye llegando a niveles
basales en los AD17KO-GC de 21 dias de edad (Fig. 15, 16 y 17). Por lo tanto, la ausencia de
un alelo de la adam17 en las células germinales meidticas y post-meidticas es suficiente para
prevenir la apoptosis de células germinales inducida por 1mg/Kg de BFA o NF en ratones de
21 dias de edad. Mientras que la total ausencia de ADAML17 en las células germinales post-
meioticas previene completamente la apoptosis inducida por los xenoestrogenos BFA y NF,
sugiriendo que la disminucion de la apoptosis de células germinales pareciera ser dosis

genética dependiente de la ADAM17.

Por otro lado, en esta tesis también se mostr6 que la participacion de la ADAM17 en la
apoptosis inducida por BFA y NF no queda restringida sélo a células germinales o lineas
celulares derivada de estas, debido a que se mostr6 que tanto BFA como NF inducen apoptosis
de la linea celular TM4, proveniente de células de Sertoli de raton, y la linea celular LnCap,
proveniente de carcinoma de prostata humana, determinada por el aumento de los niveles del
fragmento de 86 kDa de PARP por western blot (Fig. 40), y determinada por el aumento del

porcentaje de células sub-G1 y del porcentaje de células Anexina V positivas e ioduro de
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propidio (IP) negativas por citometria de flujo (Fig. 41 y 42). La apoptosis inducida por BFA 'y
NF es prevenida al utilizar un sShRNA en contra del mensajero de la ADAM17 (Fig. 40, 41y
42), sugiriendo que la ADAM17 no participa solo en la apoptosis de células germinales, sino

que también de otros tipos celulares como lo son las células de Sertoli y de prostata.

Ademas, es importante destacar que BFA y NF inducen apoptosis a concentraciones
similares a las encontradas en muestras de sangre de humano expuesto a concentraciones
diarias normales de xenoestrogenos (Ikezuki et al., 2002; Kawaguchi et al., 2004) al utilizar la
linea celular TM4. A pesar de que las concentraciones utilizadas en la linea celular LnCap son
mayores a las utilizadas con las TM4, estas concentraciones harian analogia con los humanos
expuestos diariamente a altas concentraciones de estos xenoestrogenos, por ejemplo
trabajadores de fabricas de plasticos, pinturas, etc., debido a que en ellos se ha encontrado
hasta 500 veces méas BFA en la orina comparado con personas no expuestas (Li et al., 2010).
Por otro lado, es posible que se requiera una mayor concentracion de BFA o NF para inducir
apoptosis en las células LnCap debido a que estas provienen de cancer de prdstata, y es sabido
que las células cancerigenas son mas resistentes que las células normales a toxicos que

inducen la muerte, como por ejemplo, a drogas anticancerigenas.

Tal como se indicé anteriormente, el mecanismo por el cual la ADAM17 participa en
la apoptosis inducida por BFA y NF ain no es conocido, pero es valido pesar que la ausencia
de la ADAML17 impide el desprendimiento del dominio extracelular del receptor de sobrevida
c-kit, debido a que previamente se ha mostrado que PMA, un conocido inductor de la

actividad de la ADAM17, induce un aumento de células germinales que pierden el dominio
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extracelular de c-kit, las que ademas son apoptdticas, lo que se previene al utilizar un inhibidor
farmacologico de la ADAM17 (Lizama et al., 2010) (Fig. 44). También puede ser que la
ausencia de la ADAM17 en las células germinales impida el desprendimiento de TNFa y la
consiguiente activacion de la via de apoptosis Fas/FasL, en relacion a esto, la exposicion de
ratas macho al toxico Mono-(2-ethylhexyl)phthalate (MEHP), el cual induce apoptosis de
células germinales, resulta en un incremento de la liberacion de TNFa desde las células
germinales, lo que genera un incremento de la expresion de FasL desde las células de Sertoli

(Yao et al., 2007) (Fig. 44).

En conclusion, la ausencia de la ADAML17 en células germinales masculinas meioticas
y post-meioticas, y la utilizacion de shRNA en contra del mensajero de la ADAM17 previene
la apoptosis inducida por BFA y NF de las células germinales masculinas y de las lineas

celulares TM4 y LnCap.
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Los xenoestrégenos Bisfenol A y 4-Nonilfenol inducen activacion de la ADAML17

dependiente de iRhom2.

Estudios previos sugieren que la activacion de la ADAML17 esta asociado con su translocacion
a la superficie celular, lo que significa que solo la forma activa de la ADAM17 esta localizada
en la superficie celular (Peiretti et al., 2003; Killock and Ivetic, 2010). De acuerdo a esto, un
trabajo previo de nuestro laboratorio utilizando células aisladas de tubulo seminifero de ratas
de 21 dias después de un tratamiento con 50 mg/kg de BFA o NF, mostré que el tratamiento
induce un aumento del porcentaje de células que tienen ADAM17 en la superficie celular, lo
que sugiere una activacion de esta enzima (Urriola-Munoz et al., 2014a). En esta tesis se
propuso determinar si BFA y NF inducen el desprendimiento de sustratos de la ADAM17,
para esto se transfectaron transientemente la linea celular GC-1 proveniente de
espermatogonia y espermatocitos de raton con el plasmidio (AP)-NRG 1, el cual expresa una
proteina que tiene el dominio intracelular, el de transmembrana y parte del dominio
extracelular de neuregulina 1 (sustrato de la ADAMI17), fusionada a FA (Fig. 18). Esta
proteina de fusion ha sido utilizada en trabajos previos para evaluar la actividad

metaloproteasa de la ADAM17 in vitro (Horiuchi et al., 2005).

Se decidié utilizar dos lineas celulares relacionadas con el sistema reproductor
masculino, las cuales son las lineas celulares TM4 y LnCap. Ambas lineas celulares presentan
las siguientes ventajas para estudiar in vitro si BFA o NF inducen actividad de la ADAM17: 1)
Ellas expresan endogenamente ADAM17 (Fig. 23) y no expresan de manera endogena

neuregulina B1 (Fig. 24), 2) estudios previos han mostrado que BFA y NF inducen apoptosis
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en la linea celular TM4 (Choi et al., 2014; Qian et al., 2014), mientras que BFA induce una
disminucion de la proliferacion celular en la linea LnCap (Wetherill et al., 2005), y 3) se ha
mostrado que BFA y NF induce liberaciéon de TNFa desde cultivo primario de células de

Sertoli, sugiriendo un rol de la ADAM17 en este proceso (Urriola-Munoz et al., 2014a).

Utilizando ambas lineas celulares se determind por primera vez que BFA y NF a las
mismas concentraciones que inducen apoptosis, también promueven actividad metaloproteasa
de la ADAM17, debido a que inducen desprendimiento de neuregulina B1 (Fig. 26 y 28) con
un tratamiento desde 1 hora en las células TM4 o de 3 horas en las células LnCap (Fig. 29), ya
sean transfectadas de forma transciente como en el caso de las TM4 o estables como las
LnCap. Ademas, el desprendimiento de neuregulina 1 inducido por BFA y NF es prevenido
al utilizar un shRNA en contra del mensajero de la ADAML17 en las células TM4 y LnCap
(Fig. 30 y 31), al igual que el de TNFa en las células LnCap (Fig. 31). Por lo tanto, estos

resultados sugieren que BFA y NF son capaces de inducir la activacién de la ADAM17.

Por otro lado, BFA y NF inducen el desprendimiento de TGFa y HB-EGF desde las
células mEFs (Fig. 32). Utilizando células mEFs Adam17” se mostré que el desprendimiento
de HB-EGF inducido por BFA y NF fue prevenido (Fig. 33C y 34C), asi como también se
previno el desprendimiento de TGFa inducido por NF (Fig. 34D), tal como se ha descrito
anteriormente con el estimulo de PMA (Horiuchi et al., 2007; Le Gall et al., 2009). Sin
embargo, el desprendimiento de TGFa inducido por BFA no fue completamente prevenido en
las células mEFs Adam177 (Fig. 33D). Por lo tanto, estos resultados indican que BFA y NF

inducen el desprendimiento de HB-EGF, asi como NF induce el desprendimiento de TGFa de
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una manera dependiente de la ADAML17, al igual que en las células TM4 y LnCap, mientras
que el desprendimiento de TGFa inducido por BFA no es dependiente completamente de la
ADAML17. Esto podria deberse a que una o mas proteasas ademas de la ADAML17 podrian ser

activadas por BFA.

Se identifico a la ADAM10como la metaloproteasa que desprende TGFa inducido por
BFA en las células mEFs Adam17™, debido a que el desprendimiento de TGFa inducido por
BFA fue completamente prevenido en las células mEFs Adam10/17” (Fig. 33F). Se sugiere
gue BFA podria estar activando a la ADAM10 por desregulacién en los niveles intracelulares
de calcio, debido a que se sabe que BFA induce una desregulacion de la homeostasis de calcio
(Lee et al., 2008; Yan et al., 2011) y por resultados no publicados de nuestro laboratorio se
sabe que BFA inducen un influjo de calcio en espermatocitos y espermatidas de ratas de 21
dias de edad, y por otro lado se sabe que el influjo de calcio activa a la ADAM10 (Sahin et al.,

2004; Le Gall et al., 2009).

Es interesante que en las células TM4 o LnCap al utilizar un shRNA en contra del
mensajero de la ADAML17 se previene completamente el desprendimiento del sustrato de la
ADAM17 inducido por BFA y NF, sin embargo cuando se utilizan células mEFs Adam17” no
se previene completamente el desprendimiento del sustrato de la ADAM17 inducido por BFA.
Esta diferencia puede deberse en primer lugar a los diferentes tipos celulares utilizados, debido
a que las primeras son lineas celulares, mientras a que las dltimas son fibroblastos
embrionarios de ratén generados a partir de un raton knock out para la ADAML17. Por otro

lado, esta diferencia tambiéen puede estar dada a que en los experimentos con las TM4 y
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LnCap se inhibe la expresion de la ADAM17 al utilizar un shRNA, es decir, esta inhibicidn es
momentanea, no es una modificacion genética, a diferencia de lo ocurrido con las células
mEFs Adam177", ya que al ser una modificacion genética estas células nunca han expresado
ADAML17. Lo mencionado anteriormente puede influir en que cuando hay una eliminacién
aguda de la ADAML17, por ejemplo con la utilizacion de un shRNA, la célula no presenta un
compensador, es decir una proteina que cumpla su funcién en falta de ella, a diferencia de
cuando hay una eliminacién crénica de la ADAML17, por ejemplo un knock out, en donde la
célula tiene a la ADAM10 como una proteina compensadora que puede liberar los sustratos de
la ADAM17 en ausencia de esta. Este fendmeno de compensacién ha sido previamente
descrito, debido a que cuando se inhibe cronicamente a la ADAM17 es la ADAM10 la que
desprende TGFa en presencia de un iondforo de calcio como ionomicina en las células mEFs

(Le Gall et al., 2009).

Ademas, estos resultados indican que, in vitro, BFA y NF inducen activacion de la
ADAML17 en células de Sertoli de raton, en células de cancer de prostata humana y en
fibroblastos embrionarios de raton, sugiriendo que estas observaciones no estan restringidas a
un solo tipo celular ni a una sola una especie. Es més, también se sugiere que BFA, NF y otros
xenoestrogenos pueden afectar procesos fisiol6gicos en humanos, ademas de la apoptosis de
células germinales, ya que estos compuestos al inducir activacion de la ADAM17 pueden
inducir una liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (como TNFa) a nivel sistémico,
afectando asi el metabolismo general del organismo y aln méas en pacientes cuyas

enfermedades se caracterizan por un aumento de citoquinas pro-inflamatorias en el organismo,
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como lo son la diabetes, el cancer, etc. (Yao et al., 2009; Rogers et al., 2013; Park and Choi,

2014; Shapiro et al., 2015).

Debido a que BFA y NF inducen un incremento de la actividad de la ADAM17 en
tiempos cortos desde 1 hora de estimulo, se quisodeterminar si las iRhoms1 y 2, proteinas que
han sidorecientemente identificadas como un regulador fundamental de la funcion y
selectividad se sustrato de la ADAM17 (Adrain et al., 2012; Mcllwain et al., 2012; Siggs et
al., 2012; Maretzky et al., 2013; Brooke et al., 2014), son requeridas para el desprendimiento
de TGFa y HB-EGF, ambos sustratos de la ADAM17, inducido por los xenoestrogenos BFA 'y

NF.

Nuestros resultados muestran que BFA y NF inducen el desprendimiento de TGFa y
HB-EGF de manera independiente de iRhom1 (Fig. 35), tal como se ha mostrado en estudios
previos en donde la inactivacion de iRhoml por si sola no afecta la actividad basal o
estimulada de la ADAM17 (Maretzky et al., 2013). Por otro lado, se mostrd que la presencia
de iRhom2 es esencial para el desprendimiento de HB-EGF, pero no de TGFa, en las células
mEFs cuando son tratadas con BFA (Fig. 36A, B, E y F). El hecho que el desprendimiento de
HB-EGF dependa de iRhom2 y ADAML17, mientras que el desprendimiento de TGFa no
depende de iRhom2 pero si de ADAM17 habia sido mostrado previamente al utilizar PMA
como inductor de la actividad de la ADAM17 (Maretzky et al., 2013). Interesantemente el
desprendimiento de HB-EGF inducido por NF también fue independiente de iRhom2 (Fig.
36H), a diferencia del estimulo de PMA, en donde el desprendimiento de HB-EGF si requiere

la presencia de iRhom2 (Fig. 36H). Estos resultados sugieren que la estimulacion con NF
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induce desprendimiento de HB-EGF incluso en ausencia de iRhomz2, pero no de la ADAM17.
Esto puede ser explicado, nuevamente, porque es ADAM10 la que desprende el sustrato de la
ADAM17 en ausencia de iRhom2, cabe recordar que las células mEFs iRhom2” no poseen
ADAML17 activa en la membrana (Adrain et al., 2012), imposibilitando a la ADAM17 a
desprender sus sustratos. Nuestros resultados muestran que en ausencia de ADAM17 o
iRhom1/2 es la ADAM10 la que desprende BTC, un sustrato especifico de la ADAM10, luego
de un estimulo con NF pero no con BFA (Fig. 37). Mientras que en las células mEFs

Adam10/17”" NF no induce el desprendimiento de BTC (Fig. 37F).

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que BFA y NF inducen el desprendimiento
de ligandos del EGFR activando diferencialmente la ADAM17 o la ADAM10 dependiendo
del contexto celular, sugiriendo que ambos compuestos estan activando diferentes cascadas de

sefalizacion.
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Los xenoestrogenos Bisfenol A y 4-Nonilfenol inducen activacion de diferentes proteinas

quinasa

En relacion a que BFA y NF podrian estar activando diferentes cascadas de sefializacion,
como aproximacion seidentifico que un tratamiento de 15 min con BFA o NF en las células
LnCap induce la fosforilacion de cascadas de sefializacion de receptor acoplado a proteina G y

receptores tirosina quinasa como el receptor c-kit o de citoquinas pro-inflamatorias (Fig. 39A

y B).

Se sugiere que un tratamiento de 15 min con BFA o NF inducen adhesion y migracion
celular por la via de GPCRs/PLC/PKC (McCudden et al., 2005; Al-Jarallah et al., 2014) y de
eNOS (Endothelial Nitric Oxide Synthase), Akt y AMPKo2 (AMP-activated protein kinase),

las cuales también estan relacionadas con adhesion y migracion celular (Kimura et al., 2006).

El tratamiento de 15 min con BFA o NF activan vias de crecimiento, diferenciacion y
sobrevida celular, debido a que se observa fosforilacion de las STAT (Signal Transducer and
Activator of Transcription), y ademéas BFA induce fosforilacion de proteinas de la familia src
como Lyn, Lck, Fyn y Yes, de las kinasas Akt, mTOR, c-Jun y del factor de transcripcion
CREB (cAMP response element-binding). Esta descrito que STAT es fosforilado por las
proteinas JAK (Janus Kinase) las que a su vez pueden ser fosforiladas por las proteinas de la
familia src, en respuesta a activacion de receptores tirosina quinasa, como por ejemplo cuando

SCF activa al receptor c-kit, o en respuesta a activacion de GPCRs, induciendo asi
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crecimiento, diferenciacion y sobrevida celular (Ryan et al., 1997; Krystal et al., 1998; Brizzi

etal., 1999; Silva, 2004; New and Wong, 2007).

Por otro lado, el tratamiento de 15 min con BFA o NF inhiben vias de crecimiento
celular debido a que se encuentra activada la proteina PRAS40, la cual es activada por Akt via
receptor tirosina quinasa, y se ha descrito que al unirse PRAS40 con mTOR impide que este
ultimo se una a sus sustratos impidiendo la sintesis de proteinas para el crecimiento celular

(Sancak et al., 2007; Wang et al., 2007).

Finalmente, un tratamiento de 15 min con BFA induce apoptosis celular debido a que
se encuentran fosforiladas las proteinas p38a, Chk-2 (Check point Kinase 2), APMKa?2 vy, las
cuales activan p53 induciendo asi apoptosis(Sanchez-Prieto et al., 2000; Tichy et al., 2007).
Por otro lado, también se observa fosforilacion de Hsp27 (Heat Shock Protein 27), proteina
que se une Yy regula la actividad transcripcional de p53 en respuesta a tratamientos con

doxorrubicina, disminuyendo la toxicidad celular (Venkatakrishnan et al., 2008).

A pesar de que con el tratamiento de BFA se observo que se fosforilan 20 proteinas,
mientras que con el NF solo se fosforilan 4 (Fig. 38), se sugiere que las vias de activacion
tienen en comun debido a que las 4 quinasa fosforiladas observadas con NF son quinasas que
se encuentran rio abajo de quinasas que no se vieron fosforiladas con NF pero si con BFA,
sugiriendo que posiblemente a los 15 min del tratamiento con NF las quinasas que se

encuentran rio arriba fueron fosforiladas previamente.
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Por otro lado, tal como se dijo anteriormente, con el tratamiento de 15 minutos con
BFA se observo la activacion de vias de 1) migracion y adhesion celular, 2) crecimiento,
diferenciacion y sobrevida celular, y 3) de apoptosis. Sin embargo el tratamiento de 15
minutos con NF sélo muestra la activacion de las dos primeras vias, a pesar de que fue
observado que NF induce apoptosis en células germinales masculinas y en las lineas celulares
TM4 y LnCap (Fig. 14, 15, 16, 17, 40, 41 y 42). Esto puede ser explicado debido a que la
activacion de la via de apoptosis inducida por NF es mas lenta que la inducida por BFA, lo
cual es corroborado por resultados recientemente publicado de nuestro laboratorio, en donde
se muestra in vivo, que p38 se fosforila en el testiculo a las 2 horas después de la aplicacion de
una dosis de 50 mg/kg de NF a ratas de 21 dias, mientras que el tratamiento con BFA induce

la fosforilacién de p38 desde los 15 minutos (Urriola-Munoz et al., 2014a).

AUln no se sabe como BFA y NF activan a la ADAM17, sin embargo se conocen
algunas quinasas que se fosforilan en presencia de estos compuestos. Por un lado, puede ser
que BFA y NF se unan a receptores acoplados a proteina G, los cuales se conocen que inducen
transactivacion de receptores tirosina quinasa mediado por la metaloproteasas de membrana
(Prenzel et al., 1999; Eguchi et al., 2001). O también puede ser que se unan a receptores

tirosina quinasa en vista a las diferentes proteinas quinasas que se observaron fosforiladas.

Las metaloproteasas de membrana juegan un papel importante en muchos proceso
bioldgicos. La ADAM17 es una metaloprotesa que se encuentra ubicuamente localizada y
participa en procesos inflamatorios como el cancer, la diabetes, la artritis reumatoide, y

también en enfermedades como el Alzheimer. Por lo tanto, el haber determinado que la
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ADAML1Y7 participa tanto en la apoptosis fisioldgica como inducida por BFA y NF de células
germinales masculinas, de células de Sertoli (TM4) y de células de cancer de préstata humano
(LnCap), junto con la participacion de iRhom2 como una proteina necesaria para la activacion
de la ADAM17 inducida por BFA y NF, y ademéas observar la activacion de vias de
migracion, adhesion, crecimiento, diferenciacion y sobrevida celular en una linea celular
LnCap, da luces de cdmo dos compuestos que tienen una distribucion ubicua en productos
plasticos utilizados por el humano diariamente, podrian estar afectando no tan solo la salud
reproductiva por inducir apoptosis de células germinales junto con una disminucion de la
produccién de espermatozoides, sino que también,podrian estar afectando enfermedades en
donde se ha determinado que la participa ADAML17. En este sentido, los resultados de esta
tesis ayudaran a tener un mejor conocimiento sobre el impacto de BFA y NF sobre la salud
humana y proveer el desarrollo de nuevas herramientas farmacoldgicas para enfermedades

reproductivas, inflamatorias, etc.
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CONCLUSION

Gracias a los resultados obtenidos en esta tesis se pudo responder a nuestra hipdtesis ya que la
ADAML1Y7 participa en la apoptosis de células germinales tanto fisiolégica como inducida por

los xenoestrogenos BFA y NF durante la espermatogénesis de raton.

En conjunto, a partir de los datos de esta tesis se desprenden las siguientes

conclusiones:

e La ADAML1Y7 participa en la apoptosis fisioldgica e inducida por los xenoestrogenos
BFA y NF de células germinales masculinas, de células de Sertoli (TM4) y de células

de cancer de prostata humano (LnCap).

e La ausencia de la ADAM17 en las células germinales meidticas y post-meidticas
provoca alteraciones histologicas en la espermatogénesis, como la disminucion del
tamafio testicular, la altura del epitelio seminifero, del diametro del tabulo seminifero,
y del lumen del tabulo seminifero, que puede ser explicado por la desregulacion de
hormonas reproductiva que genera la ausencia de esta enzima, sugiriendo que la
ADAM17 de las celulas germinales meidticas y post-meioticas regula, de alguna

manera, la esteroidogénesis de las células de Leydig.
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e La ablacion de la ADAML17 en celulas germinales masculinas meioticas y post-
meioticas provoca una diminucion de la concentracion de espermatozoides en el
epididimo, sin embargo los ratones son fértiles, sin observarse cambios en el nimero
de crias por camada ni en la reaccion del acrosoma espontanea o inducida por

progesterona.

e Los xenoestrogenos BFA y NF inducen el desprendimiento de diferentes sustratos de
la. ADAM17, como TNFa, neuregulina Bl, TGFa y HB-EGF, demostrando que

inducen activacion de la ADAM17.

e iRhom2, pero no iRhom1, participa en el desprendimiento de sustratos de la ADAM17

inducido por los xenoestrogenos BFA y NF.

e Los xenoestrogenos BFA y NF inducen fosforilacion de quinasas que participan en las
vias de migracion y adhesion celular, crecimiento, diferenciacion y sobrevivencia

celular y apoptosis.

Como conclusion general, los resultados muestran que la ADAM17 de las células
germinales meidticas y post-meioticas participa en la apoptosis fisioldgica e inducida por los
xenoestrogenos Bisfenol A y 4-Nonilfenol de estas células. Y no tan solo en este modelo, sino
qgue la ADAM17 también participa en la apoptosis inducida por BFA y NF en células de
Sertoli (TM4) y de células de cancer de préstata humano (LnCap), mostrando que no es un

mecanismo restringido a un solo tipo celular. Ademés, iRhom2 participa en el
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desprendimiento de sustratos de la ADAM17 inducido por BFA y NF, gue junto con datos de
la literatura se propone un modelo de accién de los xenoestrogenos en células de mamiferos

(Fig. 44),
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APENDICE A

Neuregulina f1

GAPDH

Apeéndice A: Expresion de neuregulina p1 24, 48, 72, 96 y 120 horas despues de la
transfeccion en células TM4.

RT-PCR en la linea celularTM4 24, 48, 72, 96 y 120 horas post-transfeccion con el plasmidio
(AP)-NRG pB1. La linea celular TM4 no expresan de manera enddgena el mensajero de
neuregulina B1, pero si luego de 24 horas después de la transfeccion, la cual disminuye a las
120 horas. GAPDH como control de carga.
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