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1 INTRODUCCION

1.1 Estructuray fisiologia de los espermatozoides humanos.

Los espermatozoides son células altamente diferenciadas. El espermatozoide humano tiene
un tamafio de 60 um y se suele dividir en dos partes principales: la cabeza y la cola. Dentro de Ia
cabeza se encuentra el acrosoma, el citoplasma y el ndcleo (Browder y cols., 1991). El acrosoma es
una vesicula secretora de gran tamafio situada en la parte apical de la cabeza, dentro de ella se
encuentran enzimas hidroliticas encargadas de digerir la matriz extracelular del ovocito (zona
pelucida). El nucleo se sitla en la zona post-acrosdmica, es la Unica parte del espermatozoide que
penetra en el ovocito durante la fecundacién, en su interior se localiza el DNA, muy condensado
gracias a las protaminas -unas proteinas espermadticas que remplazan a las histonas- y el RNA con
funciones aun desconocidas. El citoplasma espermatico se encuentra muy reducido debido a que
una gran parte de él se pierde durante la espermiacidn, proceso por el cual los espermatozoides se
liberan del epitelio de los tubulos seminiferos. Por otro lado, la cola se encuentra formada por
cuatro partes: el cuello, la pieza media, la pieza principal y la pieza final. El cuello contiene un
centriolo encargado de llevar a cabo la division celular en el embridn. La pieza media es una
estructura tubular que contiene mitocondrias dispuestas en espiral. Estas sintetizan el ATP
necesario para cubrir las demandas energéticas de la célula, especialmente las relacionadas con el
movimiento flagelar. Las piezas principal y final son las encargadas de realizar el movimiento
espermatico. El batido flagelar es la forma de motilidad caracteristica de los espermatozoides y este
es posible gracias al axonema localizado lo largo de la cola con la estructura tipica de microtubulos

9+2 (Aitken, 2013; Ramalho-Santos, 2007).

El objetivo final de los espermatozoides es la fecundacion, se define como capacidad
fecundante a la habilidad que tienen estas células para fecundar un ovocito fisiolégicamente normal
y estructuralmente intacto (Yanagimachi, 1994). El proceso por el cual el espermatozoide adquiere la
capacidad fecundante se llama capacitacion, ocurre tras la eyaculacién, cuando los espermatozoides
entran en contacto con los diferentes fluidos del tracto genital femenino. Durante la capacitacién se
da un proceso de intercambio de proteinas y lipidos de la membrana plasmatica espermatica (Schuel
y cols., 2005) como resultado, los espermatozoides adquieren movilidad hiperactiva, capacidad de
unidn a la zona pelucida y capacidad para llevar a cabo la reaccion acrosémica (Schuel y cols., 2005).
La zona pelucida es una capa extracelular compuesta por una matriz de glicoproteinas que rodea a

los ovocitos de mamiferos y tiene un papel fundamental en la unidn especie-especifica del
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espermatozoide al ovocito (Wassarman, 1995). Los residuos de carbohidratos de las glicoproteinas
de la zona pellcida actuan como ligandos para los receptores ZP de los espermatozoides (Talbot y
cols., 2003) de esta manera se produce la unién y reconocimiento de ambas células. Los receptores
ZP se exponen en la superficie del espermatozoide durante la capacitacién. Cuando se une el
espermatozoide al ovocito, este induce la reaccidn acrosémica en el espermatozoide y bloquea la
poliespermia (Wassarman y cols., 1995). La reaccidn acrosdmica es la liberacidon de los componentes
del acrosoma al exterior y se produce por la fusiéon de la membrana acrosémica con la membrana
externa del espermatozoide. Entre los componentes liberados se encuentran enzimas hidroliticas
tales como proteasas (acrosina) que permiten al espermatozoide penetrar en el ovocito (De los
Reyes y Barros., 2000). El movimiento hiperactivo que adquieren los espermatozoides en el proceso
de capacitacidon es necesario para optimizar el desplazamiento de los espermatozoides a través del

ovioducto (Kim y cols., 2005) y para penetrar a través de la zona pelucida (Stauss y cols., 1995).

Los espermatozoides son células que no sintetizan RNA de novo ni llevan a cabo procesos de
traduccidn proteica. Esto se debe a la alta condensacion de la cromatina nuclear y a la escasez de
citoplasma y orgdnulos. Esto significa que los espermatozoides maduros no tienen capacidad de
expresar proteinas ni sintetizar nuevos compuestos (Miller y cols., 2006) y deben llegar al ovocito
con los elementos sintetizados durante la espermatogénesis. Sin embargo, la posibilidad de que
algunos mRNA puedan ser traducidos mediante ribosomas mitocondriales hace que este tema esta

aun en debate (Millar y cols., 2006).

1.2 Sistema Renina-Angiotensina

El Sistema Renina-Angiotensina (SRA) es un sistema hormonal fundamentalmente conocido
por su papel en el mantenimiento de la presidn arterial y la homeostasis de electrolitos y fluidos.
Este sistema ayuda a regular la presidn arterial, el tono vascular y la volemia. Los componentes
clasicos de este sistema son la renina, una proteasa sintetizada en las células yuxtaglomerulares

renales y la Angiotensina Il (Ang Il), uno de los mas potentes vasoconstrictores del organismo.

La renina actla sobre un precursor, el angiotensinégeno, para generar angiotensina |. Esta
molécula tiene pocos efectos presores y es convertida en su paso por el pulmén, en angiotensina Il
por la Enzima Convertidora de Angiotensina (ACE del inglés Angiotensin-Converting Enzyme) que se
une a los receptores AT, y AT,. A su vez, la Angll es convertida en angiotensina Il (Anglll), mediante

aminopeptidasas, con escaso efecto vasoconstrictor.
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1.2.1

En los ultimos diez afos, la caracterizacién de nuevos componentes del SRA como el
receptor Mas, el receptor renina/pro-renina y el enzima ACE2 vy su presencia en diferentes tejidos,
ha cambiado el concepto clasico de este sistema. Actualmente existen evidencias de que la
funcionalidad del aparato reproductor masculino depende de la presencia de un sistema renina
angiotensina local que juega un papel importante en la espermatogénesis (Costa y cols., 2003). Se
han identificado distintos componentes del SRA en los testiculos y el epididimo de mamiferos tales
como renina, angiotensina | y |l, angiotensinégeno, las enzimas ACE, ACE2 y el receptor Mas
(Langford y cols., 1993; Speth y cols., 1999; Leung y Sernia, 2003; Fuchs y cols., 2005; Alenina y cols.,
2002). Ademads, se han caracterizado los receptores AT, y AT, en las espermatidas y en
espermatozoides maduros de ratas y humanos (Vinson y cols. 1995; Kénh y cols. 1998). Diversos
estudios han demostrado la relacion de estos componentes con la fertilidad masculina, asi por
ejemplo, la Angll estd implicada en procesos de movilidad espermdtica como la hiperactivacion
(Vinson y cols., 1996), la velocidad (Vinson vy cols., 1996) y la induccién de la reaccién acrosdmica
(Gur y cols., 1998). De igual manera, el enzima ACE estd involucrado en procesos de capacitacion y
el enzima ACE2 -que transforma la angiotensina Il en angiotensina (1-7)- se cree que esta implicado
en la regulacion de la estereidogénesis y otras funciones propias de las células de Leydig (Douglas y
cols., 2004). De la misma forma, el receptor Mas estd también implicado en diferentes procesos de

la espermatogénesis.

El receptor Mas

El receptor Mas es un receptor acoplado a proteinas G cuyo ligando principal es la
angiotensina-(1-7). En ratas y ratones se ha identificado este receptor en cerebro, rifién, corazon,
endotelio y testiculo (Alenina y cols., 2008). Dentro de los testiculos se ha descrito concretamente en
células de Leydig y de Sertolli aunque con menor abundancia en estas Ultimas (Alenina y cols., 2002;

Leal y cols., 2009).

En humanos se ha detectado Ang-(1-7) y el receptor Mas en el compartimento intersticial y
en el citoplasma de las células de Leydig y en menor cantidad en los tubulos seminiferos (Reis y

cols., 2010). Sin embargo no se ha descrito aln en los espermatozoides maduros.

Existen muchas evidencias sobre la implicacién del receptor Mas en los procesos de
fertilidad masculina. Un estudio llevado a cabo por Leal y colaboradores en 2009 demostré en
ratones deficientes para el receptor Mas, una reduccion significante en el tamano de los testiculos y

un aumento de células apoptdticas durante la meiosis en el epitelio seminifero. Ademas, tras la
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administracién de un antagonista de la Ang-(1-7) se aprecié en estos ratones, un aumento de las
células apoptdticas y de espermatocitos primarios en determinadas etapas de la espermatogénesis.
Sin embargo su déficit no causa esterilidad. Asi mismo, se ha demostrd que la ausencia del receptor
Mas no tiene efectos sobre la fase espermatogonial sino sobre el resto de fases posteriores de la
espermatogénesis. Ademads, este receptor parece estar relacionado procesos con el metabolismo
androgénico puesto que deleciones en el gen Mas afectan a la expresion de las enzimas
involucradas en la biosintesis de testosterona en las células de Leydig (Xu y cols., 2007). Otros
autores han demostrado en investigaciones en humanos, que deficiencias en los niveles de ACE2,
Ang-(1-7) y Mas estdn relacionados con un deterioro severo de la espermatogénesis (Reis y cols.,
2010; Leal y cols., 2009). Tomados en conjunto, todos estos datos indican claramente que el

receptor Mas juega un papel fundamental en la regulacion de la espermatogénesis.

La hipdtesis de esta investigacidn sostiene que, al igual que otros componentes del SRA ya
descritos como el receptor ATy y la angiotensina Il, receptor Mas estd presente en los

espermatozoides humanos.

2 OBJETIVO

El objetivo de este trabajo de investigacién es caracterizar el receptor Mas en los
espermatozoides humanos. Para ello, en primer lugar, se han llevado a cabo experimentos de
inmunofluorescencia y posteriormente de RT- PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa en

Transcripcién Reversa) para determinar si existe mRNA del receptor Mas en el espermatozoide.

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Ensayo de inmunofluorescencia
3.1.1 Recogida de la muestra

Las muestras seminales empleadas en el estudio fueron obtenidas y procesadas, previo
consentimiento informado, por personal de la Unidad de Reproduccion Asistida del Hospital de
Cruces (Barakaldo), a partir del sobrante de las muestras seminales de pacientes en terapia de
Reproduccién Asistida. Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica para las Investigaciones

relacionadas con Seres Humanos (CEISH) y por El Comité de Etica en la Investigacién con Agentes
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Bioldgicos y organismos modificados genéticamente (CEIAB). Referencias: CEISH/61/2011; CEIAB,
57,2011.

En primer lugar, se separd la fraccidon de espermatozoides del plasma seminal a partir de la
muestra cruda mediante centrifugacidn en gradientes de densidad, mediante esta técnica se obliga a
los espermatozoides a atravesar varios gradientes de distinta densidad, obteniendo los
espermatozoides del pellet de mas densidad (Gorus, 1981). Se hicieron dos centrifugaciones
sucesivas: primera centrifugacién a 1800 G durante 15 min y segunda centrifugacién a 1600G

durante 7 minutos.

3.1.2 Medida de la concentracion de espermatozoides

Para medir la concentracidon las muestras se analizaron con un microscopio 6ptico de
contraste de fases. Se utilizd un software de analisis de imagen para estudios seminales SCA (Sperm
Class Analyzer®). Para hacer la medicién se utilizd un hemocitdmetro Makler. Las muestras se
llevaron a una concentracidn final de 30 millones de espermatozoides por mililitro

aproximadamente.

3.1.3 Preparacion de los portas, fijacion, permeabilizacion y bloqueo de las células

Se fijaron tres muestras de espermatozoides en tres cubres. Los cubres fueron previamente
lavados con agua y etanol. Para mejorar la adhesién de los espermatozoides al porta se utilizd
polilysina (una gota en cada cubre) y se anadid la muestra sobre ella. A continuacién se dejé secar
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se colocaron los portas en una placa de
cultivo de 24 pocillos y se fijaron con paraformaldehido al 4% (200ul en cada pocillo durante 10
minutos a temperatura ambiente). Una vez fijadas las muestras, se realizaron tres lavados con PBS
(Phosphate Buffer Saline), en cada lavado se afadieron 200 pl por pocillo durante 5 minutos.
Posteriormente se utilizé metanol glacial para permeabilizar las membranas celulares (200ul durante
10 minutos a temperatura ambiente), se realizaron otros tres lavados con PBS (200 pul durante 5
minutos) y se bloqued con suero bovino fetal (SBF) al 10% (250ul) durante treinta minutos a

temperatura ambiente.

3.1.4 Incubacion con anticuerpo primario

Se utilizaron anticuerpos primarios de dos marcas comerciales diferentes (Anti-Angiotensin-
(1-7) Mas Receptor de Alomone Labs ® y Anti-MAS1 de Abcam®). Los primeros ensayos se

realizaron con el anticuerpo de la marca Abcam® pero dado que esta casa comercial no suministra
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péptido bloqueante no se podia comprobar la especificidad de la unién del anticuerpo, por este

motivo se decidid utilizar los anticuerpos de Alomone Labs ® que si que proporcionan el péptido.

En el ensayo con el anticuerpo de Alomone® para la deteccién del receptor (dilucion 1:100)
se afiadid: Anticuerpo primario Human Anti-Angiotensin-(1-7) Mas Receptor (2pl), PBS (100ul) y SBF
5% (5 pl). Para realizar un control negativo del anticuerpo primario (dilucién 1:100) se afiadio:
Anticuerpo primario Human Anti-Angiotensin-(1-7) Mas Receptor (2ul), péptido control (2 ul), PBS
(100pl) y SBF 5% (5 ul). El anticuerpo primario y el péptido control se preincubaron juntos durante
una hora a 372 C a una dilucién 1:1. Para realizar un control negativo del anticuerpo secundario se

afiadio: PBS (100ul) y SBF 5% (5 ul). En los tres casos se incubé durante toda la noche a 4°C.

En el ensayo con el anticuerpo de Abcam® para la deteccidn del receptor (dilucién 1:100) se
afiadio: Anticuerpo Anti-MAS1 (2ul), PBS (100ul) y SBF 5% (100 ul). Para realizar el control negativo
se afiadié: PBS (100ul), SBF 5% (100 pl). Se incubaron los pocillos durante 24 horas a 49C.

3.1.5 Incubacion con anticuerpo secundario

Tras la incubacion con el anticuerpo primario se hicieron tres lavados con PBS y se afiadid
SBF 5% (100 pl), PBS (100pl), y 2 pl de anticuerpo secundario ALEXA Fluor 488 Goat AntiRabbit IgG
(Invitrogen Molecular Probes®) (dilucidon 1:500). Se incubd una hora a temperatura ambiente y se

realizaron tres lavados con PBS.

3.1.6 Tincion de nucleos

En el segundo lavado, tras la incubacidn con el anticuerpo primario se afadid al PBS Hoechst
para tefiir el DNA (200 pl). Para preparar la tincidn se utilizd: Hoechst 1mg/ml (25 pl), PBS (5ml), PVA
(PolivinylAcohol) 1g/I.

3.1.7 Montaje

Se montaron los cubres sobre un porta y se afiadié Fluoromont como medio de montaje.

Por ultimo, se sellaron los cubres con laca de ufias.
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3.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Transcripcion
Reversa (RT- PCR)

3.2.1 Extraccion del RNA

A partir de una muestra cruda de espermatozoides se separaron aquellos con mejor
movilidad mediante centrifugacién en gradientes de densidad. Se centrifugd durante 15 minutos a
600G y se descartd el sobrenadante. Para aislar el RNA se aiadid TriZOI® (500ul), se utilizé una
jeringuilla para disgregar las células y seguidamente se afiadieron otros 500ul de TriZOI®, 200 ul de
cloroformo y se incubd durante 3 minutos. Se hizo una centrifugacidon a 10000G durante 10 minutos
a 49C y se recogio la fase acuosa superior (donde se esperaba que se encontrase el RNA).
Seguidamente, se afiadid isopropanol (500 ul) y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se centrifugd durante 10 minutos a 10000G y se descarté el
sobrenadante. Por ultimo se afiadié etanol al 70% (500 pl) al pellet, se dejo secar durante 3 minutos

a temperatura ambiente y se resuspendié en 15 ul de agua.

3.2.1.1 Determinacion de la concentracion y calidad de RNA extraido

Se determind la concentracion de RNA de las muestras midiendo su absorbancia a 260 nm
con el espectrofotometro NanoDrop ND-100 (Molecular Imager®, Chemi Doc™ XRS 170-8071). La
pureza de RNA de la muestra se determiné a través del ratio de absorbancias a 260 y 280 nm
(260nm/280nm). Se consideré como bueno un ratio de 1,8 a 2. La calidad se examind por

electroforesis en gel de agarosa.
3.2.2 Retrotranscripcion

Para realizar la retrotranscripcion se utiliz6 el enzima retrotranscriptasa SuperScriptll
(Invitrogen™). Se utilizd6 mRNA de la muestra y mRNA de células de tejido de cértex cerebral como
control positivo. A cada tubo se afiadié 1 ul de mRNA, 2 ul de cebadores "Random hexamers"
(Invitrogen™) y agua miliQ autoclavada (hasta 12 pl). Después se calenté durante 10 minutos a 652C
y se enfrid en hielo durante 1 minuto. A continuacién se afiadieron 4 ul de tampdn RT 5x (First-
Strand Buffer), inhibidor de RNAsas (0,5 pl), 1 ul de dNTPs (Desoxinucledtidos trifosfatos), MgCl, (1,5
ul) como cofactor de la Retrotranscriptasa (RT) y SuperScriptll (1 ul). Se mezcld la muestra y se
eliminaron las burbujas. Seguidamente se llevo la muestra al termociclador (Bio-Rad®) con las
siguientes condiciones: 952C durante 5 minutos, luego 40 ciclos de 952C durante 30 segundos, 592C

durante 30 segundos, 722C durante 1 minuto y finalmente un paso a 72 2C durante 5 minutos.
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3.2.3 Amplificacion (PCR)

Para llevar a cabo la amplificacion se afiadid a 1 ul de cDNA, agua (30,5 pl), buffer 10x (5 pl),
MgCl, (7 pl), dNTPs (1 ul), 2,5 ul de Primer forward Mas: 5’-TGTTGTTGAGGAACCCACGA-3’, 2,5 ul de
Primer reverse Mas: 5'-GGAAGCACAGGAACCAGAGG-3’ (Sigma-Aldrich®), 2,5 ul Primer forward -
actina: 5' -TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3', 2,5ul Primer reverse B-actina: 5'-
ATCTGCTGGAAGGTGGACAG-3' (Invitrogen™) y DNA polimerasa (0,5 pl). Las condiciones para la PCR
fueron: desnaturalizacién inicial a 952C durante 2 minutos, seguido por 25 ciclos de
desnaturalizacién a 952C durante 30 segundos, hibridacién a 502C durante 25 minutos y extensién a

722C durante 1 minuto seguido por una extension final a 722C durante 5 minutos.

3.2.4 Electroforesis en gel de agarosa

Se empled un gel de agarosa al 1,5% (p/v). Para la preparacion del gel se utilizaron 1,5
gramos de agarosa en 100 mL de tampdén TAE (Trisbase 0,4M; Acido acético 5,7% (v/v); EDTA
10mM, pH 8,4) y 2,5 ul de Midori Green (Nippon Genetics®) como tincion para el DNA. Se afiadid, a
1ul de la muestra producto de la PCR, agua (2 pul) y buffer de carga 5x (1 ul). Se cargaron 10 pl por
calle. Paralelamente, se afiadieron 7 pl del marcador de pares de bases EZ Load™ 100 bp (Bio-Rad®).
El voltaje aplicado fue de 115V. Se dejo correr el gel durante 20 minutos y se observaron las bandas

mediante un analizador de geles ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad®) de luz ultravioleta.

4 RESULTADOS

4.1 Expresion del receptor Mas en los espermatozoides humanos

Los inmunoensayos se llevaron a cabo con dos anticuerpos de diferente marca comercial
(Abcam® y Alomone Labs ®). La primera marca no proporcionaba péptido control, por ese motivo se
decidid utilizar anticuerpos de otra casa comercial que suministraba péptido control gracias lo cual
se pudo realizar un control de especificidad de la unién (Figura 1A). En ambos ensayos se obtuvo
fluorescencia cuando se incubé el receptor Mas con anticuerpo primario y secundario (Figuras 1y 2).

Estos resultados indican que el receptor Mas se encuentra expresado en los espermatozoides.

El péptido control se une al anticuerpo primario anti-receptor Mas e impide que se una al

receptor en el inmunoensayo. Si el anticuerpo primario se uniese de forma inespecifica a otras
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proteinas obtendriamos sefial. La ausencia de inmunofluorescencia en A y A' nos indica que el
anticuerpo primario no se esta uniendo a otras proteinas de manera inespecifica. En el caso de
Abcam® no pudimos comprobar la especificidad del anticuerpo primario (Figura 2). La ausencia de
sefial en el control negativo (Figura 1 B) nos indica que el anticuerpo secundario no se esta uniendo

de forma inespecifica a otras proteinas.

Figura 1. Inmunolocalizacidn del receptor Mas (verde) y marcaje del DNA (azul) en espermatozoides humanos
con el anticuerpo Anti-Angiotensin-(1-7) Mas Receptor de Alomone Labs ©. En la fila de abajo (A’, B, C') se excluye la
imagen de luz transmitida. A) Control negativo: incubacidn con el péptido bloqueantey el anticuerpo para Mas. B) Control
negativo: incubacién sin anticuerpo primario. C) Incubacién con el anticuerpo para Mas. D y D') Inmunolocalizacién
detallada con el anticuerpo para Mas. En la foto de la derecha se excluye la imagen de luz transmitida. n= 5. Imagenes

representativas. Barra de escala: 10 um.

En cuanto a su localizacién, parece estar situado predominantemente en la zona apical de la
cabeza del espermatozoide (Figura 1D). Serian necesarios estudios funcionales para sugerir una

explicacion a esta distribucion espacial del receptor.

En el inmunoensayo llevado a cabo con anticuerpo Anti-MAS1 (Abcam®) también se aprecia
sefial para el receptor en la cabeza del espermatozoide. La falta de péptido control para este

anticuerpo nos impide comprobar si se dan uniones inespecificas de este anticuerpo con otras
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proteinas de la membrana pero el marcaje en la misma zona con los dos anticuerpos nos da una idea

de que el receptor Mas efectivamente se encuentra expresado en esa zona del espermatozoide.

Figura 2. Inmunolocalizacidn del receptor Mas (verde) y marcaje del DNA (azul) en

espermatozoides humanos con el anticuerpo Anti-MAS1 de Abcam ©.

Todos estos resultados nos permiten afirmar que el receptor Mas se encuentra expresado en

los espermatozoides humanos.

4.2 Determinacion de la concentracion y pureza del RNA extraido

La concentracién del RNA extraido se midié con el espectrofotémetro NanoDrop ND-100.
Para la determinacion de la pureza se establecié el ratio de absorbancias a 260 y 280 nm. Este ratio
nos informa de la cantidad de RNA que hay respecto a proteinas dado que el RNA absorbe a 260 nm
y las proteinas a 280 nm. Se considerd un ratio adecuado entre 1,8 y 2. Por otro lado, la calidad del
RNA se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 3) con luz ultravioleta. Se utilizé
una muestra de cértex como control positivo. Puesto que los espermatozoides no poseen
ribosomas, no tienen RNA ribosomal, por este motivo no aparecen las bandas caracteristicas de 28S

(4,5 Kb) y 18S (1,9 Kb) del rRNA.
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R e T e T e
I
sy vty consl - O o Single | e s |
)
- Sanplo
2 o=
-
i Sampled| | |
B\ .
gx 25010 mm perh | £5.803
‘.’: mu—nﬂ] 35.009
s 260280] 185
sy 250230 216
L e T T T Sty Tt Tt T St ] et Rl St 1
20 M M X0 N V0N 30 N0 N X0 N W MW
iesia b nebl | 3250.1

Figura 3. A) estimacién de la calidad del RNA extraido. PM: estandar de peso molecular de nucledtidos: Cx:
cortex, Sp: espermatozoides. B) Curva de absorbancia del RNA extraido medida mediante

espectrofotdmetro. El punto maximo de absorbancia se da en 260 nm, que corresponde a la del RNA.
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4.3 Expresion de los productos de PCR en gel de agarosa

Con el objetivo de determinar la presencia de mRNA del receptor Mas en los
espermatozoides humanos se llevé a cabo una RT-PCR. En los resultados se puede apreciar la banda
del receptor Mas correspondiente a 152 pb (Figura 4, flecha amarilla) tanto en espermatozoides
como en el cortex. Se utilizé una muestra de tejido de cértex cerebral como control positivo puesto

gue se ha descrito la presencia del receptor Mas en este tejido (Young y cols., 1988).

Para comprobar que la amplificacion es del cDNA y no del DNA gendmico se realizd un
ensayo paralelo de retrotranscripcion negativa (RT-) en donde no se afiadié la enzima
retrotranscriptasa. Los resultados muestran que no se amplificé nada (Figura 4). Es necesario este
control porque el receptor Mas tiene un Unico exdn, por tanto, no habria diferencia en la

amplificacion de DNA gendmico y de cDNA en cuanto a su peso molecular.

Sp (RT+) Sp(RT+) Cortex

ob Patron | MAS ACTB | MAS ACTB | MAS ACTB |Patrén

Figura 4. Gel representativo de agarosa al 1,5% revelado con Midori Green para los genes que

codifican para el receptor Mas (MAS) y para la B-actina (ACTB) en espermatozoides (sp) y
cortex cerebral. La flecha indica la banda correspondiente el receptor Mas. RT'=

Retrotranscripcion positiva. RT- = Retrotranscripcion negativa.

El gen de la B-actina, por ser un gen housekeeping y tener una expresidn constitutiva, se
utilizé como control interno para comprobar que la PCR estaba bien realizada. Se puede observar la

banda amplificada a 362 (Figura 4.) tanto en espermatozoides como en el cértex cerebral humano.
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5 DISCUSION

En los ultimos afios el concepto del SRA como un sistema endocrino limitado a regular la
funcién renal y cardiovascular ha cambiado. La caracterizacidon de nuevos componentes en diversos
tejidos ha transformado el planteamiento clasico de este sistema dandole un enfoque
multifuncional. La identificacion de compuestos como la angiotensina Il y las enzimas ACE y ACE2 en
el tracto reproductor masculino de humanos y mamiferos, al igual que la caracterizacién del
receptor AT, en espermatozoides de rata y ratdn, sugieren la existencia de un SRA local involucrado

en la funcién reproductiva masculina (Passos-Silva y cols., 2013).

En este estudio se llevd a cabo un inmunoensayo y una PCR reversa (RT-PCR) para
comprobar la presencia del receptor Mas y de su mRNA en los espermatozoides humanos. Los
resultados obtenidos en el inmunoensayo confirman que este receptor efectivamente se encuentra
expresado en los espermatozoides. Aunque no se puede determinar su ubicacién exacta, lo mas
probable es que se encuentre inserto en la membrana plasmatica si bien podria encontrarse en la
acrosdmica dado que los espermatozoides fueron sometidos a un proceso de permeabilizacién de la

membrana citoplasmatica para poder tefiir los nucleos.

En cuanto a la localizacion del receptor en el espermatozoide, este parece estar encontrarse
predominantemente en la zona apical de la cabeza. Esto sugiere que podria estar relacionado con
procesos como la reaccion acrosémica ya que el espermatozoide al ser una célula muy polarizada
suele ubicar las proteinas en el lugar donde generan el efecto (Agirregoitia, 2008). Son necesarios
estudios funcionales para determinar el papel que este receptor desempefia en el espermatozoide y
en los procesos de fertilidad. En ese sentido seria interesante comprobar si cuando los
espermatozoides sufren la reaccién acrosdmica pierden el marcaje del receptor Mas debido a que

pierden la zona donde hemos detectado dicho receptor.

Los resultados de la RT-PCR indican que mRNA del receptor Mas se encuentra dentro de los
espermatozoides maduros. Sin embargo, los espermatozoides no sintetizan proteinas de novo ni
llevan a cabo procesos de traduccion, por tanto, la presencia de mRNA no es concluyente para
determinar la presencia del receptor Mas. A pesar de ser desconocido el papel que desempeiia el
mRNA del receptor Mas en los espermatozoides, una hipdtesis que se plantea es que se haya
expresado en etapas anteriores de la espermatogénesis y que en espermatozoides maduros se trate
de RNA vestigial, es decir, que no se exprese. Otra hipdtesis es que ese mMRNA sea importante para

las primeras etapas del embridn, cuando este carece aun de su maquinaria propia activa.
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En todo caso, la presencia de este RNA en los espermatozoides refuerza el hecho de que

esta via de sefializacidn juegue un papel determinante en los procesos de fertilidad masculina.

Dado que el gen del receptor Mas en humanos estd formado por un Unico exdn, los
cebadores no amplificarian intrones del DNA y por tanto no habria diferencia de peso molecular
entre el fragmento de DNA amplificado respecto al de cDNA, por esta razén, se llevé a cabo un
control (RT) donde no se hizo retrotranscripcion con el fin de observar si aparecia la banda del
receptor MAS. Dado que no aparece, podemos afirmar que la banda corresponde al mRNA y que

este mRNA se encuentra en los espermatozoides.

De esta manera, los resultados obtenidos en la RT- PCR apoyan los resultados obtenidos en

el ensayo de inmunofluorescencia.

En conclusidn, los resultados de la presente investigacién demuestran que el receptor Mas
de la angiotensina-(1-7) se encuentra en los espermatozoides humanos. Son necesarios estudios
adicionales de caracter funcional para determinar el papel que juega este receptor en los procesos

de fertilidad masculina.

6 CONCLUSIONES

1.- El Receptor Mas de la angiotensina-(1-7) esta presente en los espermatozoides humanos.

2.- El mRNA del receptor Mas de la angiotensina-(1-7) esta presente en los espermatozoides
humanos.
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