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RESUMEN: Investigamos laimplicacion de lamolécula FASy BCL2
en laapoptosis de células testiculares que ocurre en €l testiculo con-
tralateral trastorsion testicular unilateral. Se compara.con un grupo con-
trol. El estudio se realiza en ratas macho Wistar en edad prepuberal. La
determinacion de FASy BCL-2 serealiza en co-cultivos celulares
obtenidos del testiculo contralateral y delostesticulos controles. Lava
loracion de las moléculas se realiza por técnica de inmunof|uorescen-
ciaindirecta (IFI) con la aplicacion de anticuerpos monoclonales es-
pecificosy su expresion se determina en citometria de flujo segdn pro-
tocolo. Observamos un incremento de laexpresion de FASy disminu-
cion de BCL-2 en €l testiculo contralateral con respecto al grupo con-
trol. Este estudio indica que la expresion de FAS y BCL-2 puede es-
tar implicada en la apoptosis celular que ocurre en €l testiculo contra-
lateral en latorsion testicular unilateral.
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VALORATION OF THE FASIN THE CONTRALATERAL
TESTISAFTER UNILATERAL TESTICULAR TORSION.
EXPERIMENTAL STUDY IN RATS

ABSTRACT: Therolethe FAS and BCL-2 in the apoptosis of testicular
cellsin the contralateral testis after unilateral testicular torsion, wasin-
vestigated. We compared whith control group. These experiments we-
re performed in male Wistar rats prepuberal old. FAS and BCL-2 de-
termination isrealized in cells cultures of contralateral testis. Flow cy-
tometry and immunohistochemistry studies, using a FAS and BCL-2
specific monoclonal antibody, were utilized to value FASy BCL-2 ex-
pression on testiculaires cells following unilateral testicular torsion. We
observed an increase of expression of FAS and decrease of BCL-2in
the contralateral testisin comparison with control group. The present
results may indicate that the expression of thismoleculesisimplicated
in cellular apoptosis.
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INTRODUCCION

En trabajos preliminares se ha descrito la afectacion del
testiculo contralateral en latorsion testicular unilateral con
alteracion de la espermatogénesis, asi como muerte celular
por mecanismo de apoptosis 0 muerte celular programada
(MCP)(.2), Se ha demostrado ademas que la muerte celular
espontanea de células germinales ocurre por un mecanismo
de apoptosis®9 d igua que lainducida experimenta mente
6. Sin embargo, el mecanismo por el que ocurre la apopto-
sisno se haaclarado, aunque se supone mediado inmunol 6-
gicamente. Recientes estudios han demostrado que el 0jo, Sis-
temanervioso central y testiculo son lugares inmunol 6gica-
mente privilegiados, siendo capaces de expresar lamolécula
FAS, que se sabe participante en el proceso de apoptosis ce-
lular@.8),

Se trata de una proteina de superficie celular tipo | 36
KDaque induce apoptosis en células dianaapropiadas a uni-
verse a FAS-ligando, proteina de superficie celular tipo 1.
EstamoléculaFAS se puede identificar por anticuerpos mo-
noclonalesy forma parte de unafamilia de protefinas de mem-
brana que determinala suerte de algunos tipos de células de
crecer o morir. Otros miembros de estafamiliason el factor
de necrosis tumoral (TNF) y receptores CD40y CD30. La
expresion de FAS esta incrementada después de una acti-
vacion mediada por antigenosy protege o evita que esa cé-
lula sea atacada por células mediadoras de la inflamacion,
pero, sin embargo, esa célula que haaumentado laexpresion
de FA'S morira posteriormente por mecanismo de apopto-
Sis®.

Otra moléculg, la proteina BCL-2, que se encuentra en
el interior delacéula, actlade formadiferentea FAS, pro-
tege ala célula de morir por mecanismo de apoptosis® 10,
En este estudio, investigamos la expresion de FAS en culti-
vo de célulastesticulares obtenidas del testiculo contralate-
ral tras provocar unatorsion testicular unilateral experi-
mental.

CIRUGIA PEDIATRICA



Tablal Expresion de FASy BCL-2

Teste normal Teste patol 6gico
FAS 16% 40%
BCL-2 18% 10%

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiza en 20 ratas macho Wistar de 25-35
dias de edad divididas en dos grupos. Diez se utilizaron co-
mo grupo control y en las otras 10 se realiz6 torsion testicu-
lar unilateral realizando orquiectomiadel testiculo contrala-
teral alos 25 dias de latorsion. Realizamos cultivos celula
res seglin protocol o). Se realiza estudio de apoptosis celular
y marcaje de las moléculas mediante anticuerpos monoclo-
nales especificos con técnicade IFI.

Estudio de apoptosis
Laapoptosis en células testiculares fue estudiada por €l

método de marcador de ADN mediante por tincién con io-

duro de propidio.

1. Sefijalasuspension celular con etanol a 70% frio, du-
rante 30 minutos a4 °C.

2. Selavados veces con PBS.

3. Setifie con yoduro de propidio aunaconcentracion de 40
pg/ml en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente
y con agitacion suave y constante.

Técnica deinmunofluorescenciaindirecta

Ladeterminacion de la expresion de moléculas se reali-
zamediante el método de inmunofluorescenciaindirecta uti-
lizando dos anticuerpos monoclonal es especificos, el Ac
FAS/Apo-1 (Cathiochem Oveogen Research Products,
Cambridge MA) y el BCL-2 (NCL-BCL-2) (Novocastra
Laboratoires Ltd. Newcastle, UK). El estudio serealizaen
cultivos celulares obtenidos del testiculo contralateral trasla
torsion unilateral experimental. Lalectura se realiza en ci-
tometro de flujo (Fasscan, Becton Dikinson).

PROCEDIMIENTO

Marcaje con el Ac monoclonal anti-PAS

Serecuperan las célulastesticulares del cultivoy se cen-
trifugan en PBS (Phosphate Buffered Saline) a 1.200 revo-
[uciones por minuto durante 5 minutos. Unavez recuperados
los botones celulares, se suspenden las células en 50 pl de
PBS-BSA alosque selesafiadio el Ac monoclonal anti-FAS
aunaconcentracion de 2,5 ng/ml. Las células seincuban con
el Ac monoclonal durante 30 minutos. Se lavan tres veces
con PBS BSA 0,1% &zida sddica a temperatura ambiente y
conjugados posteriormente con un anticuerpo secundario mar-
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Figura 1. Valoracion de apoptosis en cada grupo.

cado con fluoresceina (FITC). Tras 20 minutos de incuba-
cion, las células se lavan 3 veces con PBS BSA &ziday re-
suspendidas en tampdn paraformal dehido a 1%. Las células
fueron analizadas en un citémetro de flujo Fascon (Becton
Dickinson) y analizadas con el sofware Pclysis|I.

Marcaje con el Ac Mo anti-BCL-2/ 0 expresion de BCL-2

Se resuspenden las células en PBS a 0,5% de saponina.
Se afiade 10 pl de Ac monoclona anti-BCL-2 a90 nl de sus-
pension celular. Seincuba 30 minutosa4 °C, selavacon PBS
tres veces y se incuba con anticuerpo secundario conjugado
con FITC. Paralaexpresion de BCL-2 es necesario redlizar
permeabilidad celular.

RESULTADOS

El grado de MCP fue calculado por indice de apop-
tosis (porcentaje de células apoptéticas en relacion con €l
total de células). El incremento de apoptosis en relacion
con el grupo control se observo desde las O hasta las 72
horas de |arealizando de |os cultivos celulares (Fig. 1).
Mediante IFI utilizando Ac monoclonal se demostré un
incremento de la expresién de molécula FAS en las cé-
lulas del testiculo contralateral alatorsion testicular uni-
lateral. Este incremento fue del 40% + frente al 16% + del
testiculo normal. La expresion de BCL-2, por el contra-
rio, se observo disminuida frente al grupo control. En el
testiculo supuestamente patol 6gico fue del 10% frente a
18% en el testiculo normal (Tablal) y (Fig. 2).

DISCUSION

En laactualidad se sabe que las células testiculares mue-
ren espontaneamente por un mecanismo de apoptosis®d. Esta
apoptosis puede ser inducida ademés experimental mente(.
Sin embargo, el mecanismo por el que se produce este fe-
némeno es poco conocido. Actua mente, se sabe que la ex-
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EXPRESION DE FAS

Teste control
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EXPRESION DE BCL-2

Teste control
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Figura 2. Expresion de FASy BCL-2.

presion de una proteina de superficie de membrana de tama-
fio molecular 45 KDa parece estar implicadaen el proceso de
apoptosis. Estamolécula puede expresarse en varios tejidos:
testiculo, 0jo, y sistemainmune, es decir, lugares inmuno-
|6gicamente privilegiados. Cuando una célulaexpresalamo-
[éculaFAS muere al final por un mecanismo de apoptosis®.
Por otro lado, la molécula BCL-2 protege ala célula de di-
chamuerte, el incremento delamismaevitalaapoptosisy el
descenso la permite® 19, Al observar incremento de la ex-
presion de FASy de la apoptosis en el testiculo contralate-
ral trastorsion testicular unilateral, pensamos en que exista
unarelacion apoptosis-FAS en ¢ testiculo®), o que apoya-
ria el mecanismo inmunolégico de lalesion en el testiculo
contralateral. Laexpresion de FAS ocurre en el testiculo nor-
mal al igual que el proceso de apoptosis pero en un peque-
fio grado. Al inducir experimentalmente unalesion en un tes-

6 R.M. Paredesy cals.

ticulo aumentala expresion de FAS que produce un aumen-
to proporciona de apoptosis™. Aunque en trabajos previos
no se ha podido demostrar claramente larelacion FAS-apop-
tosis, se sabe que e FA'S se produce como mecanismo de de-
fensa de las células frente a agresiones (¢.: reaccion infla-
matoria) al ligarse d FAS-ligando que expresalacélulaque
ataca. Al unirse destruye la célula agresora pero el resulta-
dofinal eslamuerte delacélulapor suicidio o apoptosis. La
expresion de FAS estaincrementada tras una activacion me-
diada por antigenos, lo que apoyaria que la afectacion del tes-
ticulo contralateral atorsion testicular estd mediadainmu-
nol égicamente®?, Nuestra hipétesis eslasiguiente:
Traslatorsidn testicular unilateral se desarrollalaruptu-
rade la barrera hemato-testicular desencadenéndose unare-
accion inmune mediada por antigenos, asi como unareaccion
inflamatorias que atacarian alas células testiculares. Estas en
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un intento de defenderse expesarian un aumento de FAS pa-
radestruir lacélulaque ataca (uniéndose a FAS-ligando) pe-
ro inevitablemente moriria posteriormente por un mecanis-
mo de apoptosis o suicidio celular.
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