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1. INTRODUCCION

1.1 FISIOLOGIA DEL OVARIO

Los ovarios son estructuras pares y ovaladas que se encuentran alojadas en
la pelvis y fijadas a la superficie posterior del ligamento ancho por medio de un
pliegue peritoneal llamado mesovario a fravés del cual recibe el aporte
vasculo-nervioso. El ovario mantiene su posicion a la entrada de las frompas de
Falopio y se encuentra unido al Utero gracias al mesovario y a estructuras

filoromusculares.

En el ovario se distinguen fres regiones perfectamente delimitadas: la
médula central, el cortex externo y el hilio interno. La médula central estd
compuesta por una coleccidén celular heterogénea; el cértex estd formado por
células germinales (ovocitos) rodeados de complejos celulares formando los
foliculos ovdricos, los cuales estdn recubiertos por un epitelio celdmico
denominado epitelio germinal; y el hilio lo conforman vasos, nervios, linfocitos,
tejidos de sostén y las células hiliares (Tresguerres, 2005) (Fig. 1.1). El foliculo
ovdrico es la unidad fundamental del cortex, donde se producirdn una serie de
cambios coincidentes con el grado de diferenciacion y desarrollo de los
ovocitos contenidos en su interior. Estos cambios estdn vinculados a las dos
funciones del ovario: secretar hormonas a partir de la pubertad y proporcionar

los évulos.

El ovario sintetiza dos fipos de hormonas: las hormonas esteroideas
(fundamentalmente estrégenos y progesterona, aunque también pequenas
cantidades de andrégenos) y hormonas no esteroideas (relaxina, inhibina y
activina) (Botella, 2007).
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Trompa de
Falopio

Endometrio

Regién central

Mesovario

uterino
Fimbrias Ovario
Cortex

Vagina

Figura 1.1. Organo reproductor femenino.

1.1.1 OVOGENESIS

Las células germinales femeninas proceden de las ovogonias formadas en la
quinta semana de gestacién. A partir del segundo mes de vida fetal algunas
ovogonias interrumpen su mitosis y entran en la profase de su primera division
meidtica dando lugar a los ovocitos primarios. En estos ovocitos primarios el
nUcleo y los cromosomas quedan blogueados en la profase de la primera
division meidtica hasta el momento de la ovulacion, en que se reasume la
meiosis, se elimina el primer corpusculo polar y se forma el ovocito secundario.
Durante este largo periodo que va desde la formacién del ovocito primario
hasta la ovulacion, estas células siguen creciendo y acumulando gran cantidad
de citoplasma, hasta medir en su madurez alrededor de 80 um. Una vez que el
ovocito ha completado su desarrollo, el foliculo que lo contiene sigue
creciendo hasta medir de 15 a 20 ym en el momento previo a la ovulacion.
Antes de la ovulacidn, se inicia la meiosis Il que se detiene pocas horas antes de

la misma. Sélo si el ovocito es fecundado en las tfrompas de Falopio por un
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espermatozoide ocurrird el Ultimo paso de la maduracién del ovocito

secundario, con extrusién del segundo corpusculo polar y formacion del dvulo

maduro.
Mitosis -
Me|OS|S I Nicleo ovocito
Nicleo ovogonia s > a a primario  =:=:-imimimimim s 1
(46 cromosomas) .
‘ Fase de crecimiento
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‘ 1 Foliculo Foliculo
Foliculo imari ecundari

Interrupcién de la
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i Entradaenla ! primordial
2|t meiosisl e
3 Ovogonlc 58l H %
(46 cromosomas, : org:ji:izgna | s
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\ que estimulala (Ovocito secundario) 'Qn g S
P division | ) w283
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Figura 1.2. Maduracién ovocitaria. Se muestra desde el periodo fetal en el que se produce la
proliferacién celular mediante mitosis sucesivas, pasando por el proceso de meiosis, hasta llegar al
évulo maduro.

1.1.2 DESARROLLO FOLICULAR

El proceso de maduracién del ovocito ocurre en los foliculos, responsables
también de la produccién hormonal. El foliculo estd formado desde su génesis
por una o varias capas de células de la granulosa alargadas que rodean al

ovocito, a su vez delimitadas del estroma adyacente por una ldmina basal. El
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complejo ovocito-células de la granulosa rodeado por la I&dmina basal se

denomina foliculo primordial.

Durante el quinto y sexto mes de gestacion algunos de estos foliculos
primordiales inician su maduracién, y las células de la granulosa se convierten
en una capa Unica de células cuboides maduras que comienzan a dividirse.
Estos foliculos, denominados ahora primarios, aumentan de tamano
incrementando  sus capas celulares granulosas, las cuales secretan
mucopolisacdridos y dan lugar a una capa translUcida que rodea al ovocito y
que se denomina membrana pelicida. A través de ella las células de la
granulosa en respuesta a la hormona foliculoestimulante, FSH, emiten
prolongaciones citoplasmdticas mediante las cuales mantienen un estrecho

contacto con la membrana del ovocito.

Una vez comienza la proliferacién de las células de la granulosa, pueden
observarse por fuera de la Idmina basal cambios en el estroma cortical, que
dan lugar a la aparicibn de una serie de capas concéntricas de células

alargadas denominadas tecales.

A medida que crecen y proliferan las células granulosas y tecales el foliculo
aumenta notablemente de tamano, y cuando llega a los 200 ym se empieza a
acumular liguido entre las células de la granulosa, que confluyen a la vez que
incrementan su tamano, y dan lugar a una cavidad central llena de liquido,
llamada antro. Al foliculo con estas caracteristicas se le denomina foliculo de
De Graaf; en él el ovocito ocupa una posicidn excéntrica y se encuentra
rodeado de dos a tres capas de células de la granulosa, dando lugar al cumulo
odforo, que estd unido al resto de las células de la granulosa por uno de sus

lados.

En la mujer adulta (entfre la época puberal y la menopausia) cada mes
ocurren una serie de cambios hormonales que culminan con la liberacién por
parte del ovario de un évulo fecundable en lo que constituye el ciclo menstrual

ovulatorio normal, que serd descrito en el siguiente apartado.
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En los ovarios en el momento del nacimiento hay aproximadamente dos
millones de foliculos primordiales. Entre la época del nacimiento y la pubertad
gran parte de estos foliculos experimenta un proceso de atrofia, de forma que
sélo unos 400.000 gametos estdn presentes en el ovario de la mujer que
comienza su vida fértil. De éstos, sdlo alrededor de 400 tendrdn la oportunidad
de madurar por completo y de pasar a las trompas de Falopio, donde serdn

potencialmente fecundados, mientras que el resto sufrird un proceso de aftresia.

A partir de la pubertad un nimero considerable de foliculos de los existentes
en el ovario inicia su desarrollo cada mes. Sin embargo, sélo uno serd capaz de
madurar hasta convertirse en foliculo de De Graaf (con todas sus estructuras:
teca externa, teca interna, varias capas de células de la granulosa y cumulo
odforo). El foliculo de De Graaf al romperse liberard el ovocito con la corona
radiada (células de la granulosa) a la cavidad abdominal, donde serd
captado por las fimbrias de la frompa ipsilateral y fransportado al interior del
Utero. La ruptura de la membrana folicular parece tener lugar por accién de un
activador del plasmindgeno presente en el liquido folicular. El proceso de
ruptura folicular podria estar mediado también por una especie de reaccion
inflamatoria local dependiente de histamina, por colagenasas o por la

confraccién folicular inducida por prostaglandinas (Ng y cols., 2015).

Células de la

granulosa CoOmulo oéforo
Ovocito

Membrana basal Liquido

folicular

INET Ay
T
e Getus

TR e
cEa b atant

&
.*'&

*
s 3=y
- ) .=-_ "._.'

. 'éi.""

Teca interna

Figura 1.3. Foliculo de De Graaf. Es el foliculo preovulatorio. Alcanza alrededor de
2,5 cm de didmetro y sobresale en la superficie de la corteza ovdrica.

29



Infroduccidén UPV EHU

A partir de los restos foliculares hemorrdgicos que quedan en el ovario se
producird una transformacién de estas células para formar el cuerpo IUteo,

responsable de la secrecidon hormonal en la segunda parte del ciclo.

Regresion del cuerpo

lateo
Cuerpo lateo (disminuyenlos nivelesde FSHy
(secreta FSH yLH) LH dando lugar a un nuevo ciclo
y menstrual)

\ Fase l0tea

secrecion de LH)

Ovulacién
(Inducida por el
aumentoen la

Foliculo primordial
(formacion durante la vida fetal)

Foliculo antral Foliculo primario
(formacion del liquido (involucradosen el

foliculary aumento de los Foliculo secundario crecimientoo la atresia

receptoresde FSHy LH, (expresién de receptor de FSH) folicular)
lo que produce

aumento de estradiol)

Figura 1.4. Desarrollo folicular, ovulacién y formacién del cuerpo lGteo. Se describen las fases en el
desarrollo folicular desde los foliculos primordiales hasta la ovulacion, formacion del cuerpo lUteo y
degradacién del mismo para dar lugar a un nuevo ciclo ovulatorio.

1.1.3 REGULACION DE LA FUNCION OVARICA

El eje de la reproduccion y la maduracion sexual estd regulado por un
mecanismo neurohumoral originado en el hipotdlamo por la liberacién
periddica pulsdtil de la hormona liberadora de gonadotropinas, GnRH. En
respuesta a la liberacién de GnRH, la gldndula hipofisaria libera gonadotropinas
(hormona foliculoestimulante, FSH, y hormona luteinizante, LH) en forma de
pulsos al torrente sanguineo. Estas hormonas son responsables de la
maduracién gonadal y la esteroidogénesis. La periodicidad y la amplitud de
estos pulsos de GnRH y de gonadofropinas son fundamentales en la

funcionalidad del eje reproductor.
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Aungue el estimulo principal para la liberacién de gonadotropinas es la
GnRH, su liberacidén se encuentra modulada por diversas hormonas como

estradiol y progesterona por un mecanismo complejo de refroalimentacion.

[ Hipotdlamo |<—-()-—

GnRH |

|

Hipofisis
anterior <-Q--

—~Q--> FSH LH

J

AvuLos

Figura 1.5. Eje hipotdlamo-hipdfisis-ovarico. Las hormonas esteroideas
secretadas por el ovario ejercen retroinhibicién sobre la secrecién de GnRH
y de gonadotropinas. La hormona polipeptidica inhibina regula por
retroinhibicién la secrecion de FSH.

1.1.3 FISIOLOGIA DEL CICLO MENSTRUAL

Desde el comienzo de la pubertad y hasta la menopausia el ovario produce
una serie de secreciones hormonales ciclicas que, a través de su accién, dardn
lugar al ciclo menstrual. El hecho mds importante del ciclo es la liberacién del

6vulo fecundable; sin embargo, el fendmeno macroscdpico mds evidente es el
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sangrado menstrual, consecuencia de la accidon coordinada hormonal ovdarica
sobre el endometrio uterino. Igualmente existe un proceso ciclico sobre ofras
estructuras del tracto reproductivo como trompas, Utero, vagina, vulva vy
mamas, en funcidn de los cambios hormonales periddicos a los que da lugar el

ovario.

Por consenso, el primer dia del ciclo es el primer dia de la menstruacidn. Estd
dividido en dos fases: folicular y IUtea. La fase folicular comienza con el principio
de la menstruacion y termina el dia del pico de LH, y la fase [Utea comienza el
dia del pico de la LH y termina al iniciarse la siguiente menstruacion. La

duraciéon media del ciclo es de 28 dias, con 14 dias para cada fase

Al comienzo de la fase folicular las secreciones de hormonas esteroideas
estdn en su grado mds bajo y los ovarios solo contienen foliculos primordiales y
primarios. Hacia el término de la fase folicular un foliculo de un ovario alcanza
la madurez y se convierte en un foliculo de De Graaf. Al crecer los foliculos las
células de la granulosa secretan una cantidad creciente de estradiol, que llega
a su mdaxima concentracién dos dias antes de la ovulacién. El crecimiento de
los foliculos y la secrecion de estradiol son estimulados y dependen de la FSH
secretada por la adenohipdfisis. Hacia el final de la fase folicular la FSH y el
estradiol también estimulan la produccién de receptores de LH en el foliculo de

De Graaf, lo que le prepara para el siguiente paso.

El aumento de la secrecidén de estradiol en la fase folicular actiua sobre el
hipotdlamo, aumentando la frecuencia de las pulsaciones de GnRH, lo que
conlleva un incremento de la secrecidn de LH. Este incremento culmina con un

pico de secrecién de LH, resultando en la ovulacion.

Después de la ovulacién el foliculo vacio es estimulado por LH para
convertirse en el cuerpo lUteo. El cuerpo IUteo secreta estradiol y progesterona.
Las altas concentraciones de progesterona y estradiol ejercen un efecto
inhibidor sobre la secrecidn de FSH y LH. Esta provoca el retraso de la aparicién
de nuevos foliculos, lo que evita multiples ovulaciones en los dias sucesivos al

ciclo. A medida que pasan los dias la funcién del cuerpo IUteo disminuye, de
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manera que el estradiol y la progesterona descienden a concenfraciones muy

bajas, lo que provoca la menstruacion y permite el avance de un nuevo ciclo.

DiAS 1 14 28

FASE LUTEA

FASE FOLICULAR

NIVELES HORMONALES

FSH

LH

ESTRADIOL
PROGESTERONA

CICLO OVARICO e

Figura 1.6. Ciclo ovdrico. Se muestran los niveles de estradiol, progesterona, LH y FSH durante el ciclo
menstrual.

1.2 LIQUIDO FOLICULAR Y SUS COMPONENTES

El liquido folicular se encuentra en el interior de los foliculos de De Graaf en la
cavidad antral rodeando al évulo (Gonzalez-merlo y cols., 2003). Es generado
durante la foliculogénesis en un proceso que comienza en el cértex del ovario
en el momento en el que se empiezan a formar los foliculos primordiales. Est&
formado, en parte, por secreciones procedentes de las células foliculares y, en
parte, es un exudado del plasma (Fortune, 1994). Su composicidn refleja
cambios en los procesos secretores de las células de la granulosa y de la teca
inferna, asi como alteraciones en la composicidn del plasma debidas a
procesos fisioldgicos o patoldgicos. Por otro lado, la barrera folicular sanguinea
juega un papel central en la composicion del liquido folicular mediante la
regulacién de la transferencia de proteinas con un peso molecular de hasta 500

kDa (Rodgers y Irving-Rodgers, 2010).
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El liguido folicular es un fluido ligeramente viscosa de color amarillo y pH
superior a 7, formado por una mezcla compleja de proteinas, metabolitos e
iones. La composicién del liquido folicular es un reflejo del grado de desarrollo
ovocitario y folicular (Appasamy y cols.,, 2008; Fahiminiya y cols., 2010;
Hashemitabar y cols., 2014; Mason y cols., 1994; Monteleone y cols., 2008; Ocal y
cols., 2004). Asi, se ha observado que alteraciones de su composicidén se
asocian a una menor capacidad reproductiva (Ocal y cols. 2004, Wu y cols.,
2012). Por tanto, es razonable suponer que las caracteristicas del liquido folicular
desempenan un papel importante en la calidad del ovocito e influyen en el
proceso de fertilizacion y en el desarrollo embrionario. Por eso es fundamentall

conocer la composicidon del mismo.

Los principales componentes del liquido folicular son: proteinas de origen
mayoritaricmente plasmdtico (Carson vy Bowman, 1981), hormonas,
mucopolisacdridos, anficoagulantes, asi como antioxidantes enzimdaticos y no
enzimdticos, y factores de crecimiento tales como EGF y TGFa, aminodcidos,

glucosa y lipidos (Hsieh y cols., 2009; Hennet y Combelles, 2012).

Se presenta a continuacién una descripcién de la composicion del liquido
folicular incidiendo en aquellos compuestos con valor predictivo de la calidad

ovocitaria.

- Aminodcidos. Su composicion en el liquido folicular estd relacionada con el
desarrollo embrionario y puede servir como un predictor de la calidad
ovocitaria. La glicina y la alanina en modelo bovino (Sinclair y cols., 2008) vy el
dcido aspdrtico en humano (D'Aniello y cols., 2007) parecen ser los mds

importantes a este respecto.

- Hormonas: gonadofropinas, hormona de crecimiento (GH), esteroides
sexuales, corticoides vy prolactina (Wang, 2005). Las concentraciones
intfrafoliculares de FSH y LH dependen de los niveles circulantes de las mismas,
que en el caso de mujeres sometidas a ciclos FIV estdn determinadas por la
cantidad de gonadofropinas administradas exdgenamente. Las
gonadotropinas (FSH, LH y hCG) estdn involucradas en el crecimiento vy

desarrollo del foliculo, y altas concentraciones promueven la maduracion del
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ovocito y se asocian con el niUmero de ovocitos que tienen una alta

probabilidad de ser fertilizados (Enien y cols., 1998; Mendoza y cols., 2002).

Los foliculos antrales producen una gran cantfidad de esteroides y estdn
implicados en diversas etapas a lo largo del ciclo reproductivo. Un ambiente
estrogénico intrafolicular estd asociado con un buen crecimiento folicular y
tiene efectos antiatrésicos. El estradiol mejora la maduraciéon de los ovocitos
(Tesarik y Mendoza, 1997). Con respecto a los andrbogenos, aungue un
ambiente predominantemente androgénico puede inducir atresia folicular y
niveles elevados de testosterona se asocian a ovocitos de menor calidad
(Uehara y cols., 1985), una cierta cantidad de andrégenos es necesaria para
obtener un crecimiento folicular éptimo (De Placido y cols., 2005; Lisi y cols.,
2002).

La progesterona es el componente hormonal mds abundante del liquido
folicular y es importante en las etapas finales del desarrollo folicular y en la
ovulacién (Gougeon, 2010). Los niveles de progesterona se ven afectados con

la edad de la mujer, aumentando con el envejecimiento (de los Santos, 2013).

Se ha visto que también los corticoides en el liquido folicular son importantes
para lograr la maduracion final de los ovocitos y la posterior implantacion de
embriones, dado que una elevada relacién cortisol/cortisona folicular estd
asociada con la probabilidad de embarazo en la FIVIE (Keay y cols., 2002;

Lewicka y cols., 2003).

- Factores de crecimiento: inhibinas, activinas, hormona antimulleriana

(AMH) y proteina morfogénica ésea (BMP).

Las inhibinas son producidas por las células de la granulosa y sus niveles en el
liquido folicular indican la actividad de las células de la granulosa de cada
foliculo. En el liquido folicular altos niveles de inhibina A y B se asocian con una
mejor respuesta ovdrica, pero no se observa relacion con la tasa de fertilizaciéon
y de embarazo (Wen y cols., 2006; Fried y cols., 2003; Ocal y cols., 2004).
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También se encuentran presentes en el liquido folicular varios IGF (factor de
crecimiento insulinico), como IGF-Il, asi como IGFBP-3 e IGFBP-4 (proteinas de
unién al factor de crecimiento insulinico) que estdn implicados en la fertilizacién
de ovocitos y en la escisidén, desarrollo y morfologia del embrién (Wang y cols.,
2006). Los niveles de IGF-l y IGFBP-1 en liquido folicular se correlacionan
positivamente con la calidad y madurez ovocitaria (Artini 'y cols., 1994). Por otfro
lado, aungue también se encuentran en el liquido folicular, no se ha observado
correlacion con la calidad del embridn ni con el resultado de la FIV para los
factores de crecimiento: TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), EGF (factor de
crecimiento epidérmico) y BFGF (factor de crecimiento fibrobldstico bdsico)

(Asimakopoulos y cols., 2008).

EL factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) tiene un papel
potencialmente importante que afecta a la angiogénesis y la regulacion de los
niveles de oxigeno intrafolicular. Los niveles de VEGF en liquido folicular se
correlacionan significativamente con el grado de vascularizaciéon del foliculo
(Monteleone y cols., 2008). Altos niveles de VEGF también se han asociado con

tasas pobres de concepcidén en la FIV (Van Blerkom y cols., 1997).

- Interleuquinas. Proceden tanto del plasma como de la sintesis local por

células de la granulosa luteinizadas.

- Prostaglandinas. Las prostaglandinas desempenan un papel central en la
ruptura folicular durante la ovulaciéon. Se ha propuesto que la PGF2a, secretada
por las células de la granulosa bajo la estimulacion ejercida por las
gonadotropinas, es un marcador bioquimico de la calidad del ovocito
(Suchanek y cols., 1988). Por ofra parte, las concentraciones de PGE2 y PGF2a
en el liquido folicular son mayores en los foliculos que contiene ovocitos

maduros (Jeremy y cols., 1987).

- Carbohidratos. La glucosa es el azicar mayoritario en el liquido folicular, ya
que representa el 80% de los carbohidratos totales. Es la principal fuente de

energia para el metabolismo de ovario.
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- Lipidos. A diferencia del plasma, las HDL son las lipoproteinas mayoritarias
en el liguido folicular y por tanto la fuente principal de lipidos de este fluido.
Colesterol, principalmente colesterol-HDL, ftriglicéridos y dcidos grasos se
encuentran presentes en el liquido folicular de mamiferos (Valckx y cols., 2012),
siendo el oleico, el linoléico y el palmitico los dcidos grasos mds abundantes y
que se correlacionan débil aunque significativamente con los niveles en suero
(Jungheim y cols., 2011). La HDL es la principal suministradora de colesterol para
la sintesis de novo de hormonas esteroideas y ademds poseen capacidad

anfioxidantes gracias a sus componentes proteicos (Browne y cols., 2008).

Los principales fosfolipidos del liquido folicular son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanilamina, esfingomielina, fosfatidilinositol y cardiolipina (Cordeiro y
cols., 2014). Estos lipidos pueden estar implicados en respuestas hormonales y
procesos del desarrollo ovocitario y pueden ser Utiles como biomarcadores
para la intervencidén terapéutica en mujeres con una respuesta ovdrica
deficiente (Cataldiy cols., 2013).

La tasa de maduracion de los ovocitos puede variar dependiendo de la
concentracion de fosfolipidos en el liquido folicular. El nivel de fosfolipidos en el
liquido folicular puede afectar también a la tasa de fertilizacion (Fayezi y cols.,
2014).

- Proteinas. El liquido folicular es rico en proteinas procedentes del plasma o
secretadas de las células de la granulosa y de la teca. Diferentes estudios
describen el perfil proteico del liquido folicular (Angelucci y cols.,2006; Ambekar
y cols., 2013; Estes y cols., 2009; Jarkovska y cols., 2010). En un estudio que
compara el proteoma del liquido folicular con la lista de 1929 proteinas
plasmdticas elaborada a partir de 91 experimentos se mostrd la existencia de

585 proteinas comunes a ambos fluidos (Farrah y col., 2011).

La mayoria de las proteinas del liquido folicular detectadas estdn
involucradas en procesos metabdlicos (19%), procesos celulares (14%),
comunicacién celular (11%) y respuesta inmunitaria (11%). Contiene multiples
proteinas asociadas a la respuesta inflamatoria, como es de esperar, ya que la

ovulacién es un proceso asociado a la inflamacién. En cuanto a su funcidén
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molecular se encontré que un 31% de las proteinas tenian actividad catalitica,
mientras que la clasificacion basada en la localizaciéon indicd que el 56% eran

extracelulares (Zamah y cols., 2015).
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Figura 1.7. Andlisis de las proteinas identificadas en el liquido folicular humano. Las proteinas se
clasificaron segun A) los procesos bioldgicos, B) la funcidn molecular, y C) el compartimento celular.
Los resultados se muestran como porcentaje de los genes clasificados en una categoria sobre el
nUmero total de cada clase (Zamah y cols., 2015).

El andlisis completo del liquido folicular proporcionard informacién sobre el
proceso de crecimiento y maduracion del ovocito, asi como la posibilidad de
identificar biomarcadores de la calidad ovocitaria distintos a los pardmetros
morfolégicos actualmente utilizados, lo que permitird elegir los ovocitos de
mejor calidad con la consiguiente mejora en la tasa de éxito de los

tratamientos de reproduccién asistida.
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1.3 ESTRES OXIDATIVO, ROS Y RNS

Se conoce como estrés oxidativo la situacién en la que tiene lugar un
desequilibrio entre prooxidantes (radicales libres o especies reactivas derivadas
del oxigeno y nitrdbgeno) y antioxidantes a favor de los primeros. Esto ocurre
cuando hay un aumento de la produccién de los primeros o una disminucion

de su eliminacién (Sies, 1997).

Los radicales libres son especies quimicas, cargadas o no, que en su
estructura electrénica presentan un electron desapareado o impar en orbitales
externos, lo que les da una configuraciéon espacial generadora de gran
inestabilidad. Son capaces de existir en forma independiente y se producen en
todas las células, pudiendo éstas quedar expuestas a los efectos daninos de los

radicales libres.

Debido al metabolismo celular, durante determinados procesos fisioldgicos
se producen especies reactivas de oxigeno (ROS). Este es un término genérico
utilizado para referirse tanto a los radicales libres oxigenados, como el anién
superdxido (O2) y el radical hidroxilo (HO*), como a otfros derivados del oxigeno
no radicalarios con capacidad de generar radicales libres, como el perdxido
de hidrégeno (H202) (Halliwell y Gutteridge, 1990). Son muy reactivos y fienen
una vida media corta. Los ROS se generan a partir de diversas fuentes como la
cadena fransportadora de electrones mitocondrial (principal fuente celular
generadora de ROS) (Goossens y cols., 1999) y las reacciones enzimdticas en las
que se produce Oz catalizadas por NADPH oxidasas (Van Heerebeek y cols.,
2002), lipoxigenasas (Kuhn y Thiele, 1999) y ciclooxigenasas (Kuehl y Egan,
1980).
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Formacion de ROS y propagacion
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Figura 1.8. Esquema de la producciéon de ROS y de las principales vias enzimaticas antioxidantes.
NOS: éxido nitrico sintasa; NO: éxido nitrico; NO2: didxido de nitrégeno; ONOO-: anién peroxinitrito;
OHe: radical hidroxilo; SOD: superéxido dismutasa; GPx: glutation peroxidasa; GSH: glutation; GSSG:
disulfuro de glutation; GST: glutation S-transferasa; X: xenobidtico; GSX: conjugado de glutatidon con
xenobidtico; GR: GSSG reductasa; G6PDH: glucosa é-fosfato deshidrogenasa.

La mitocondria es la principal fuente de ROS en la célula. NADH y FADH:
generados en el ciclo de Krebs se oxidan en reacciones catalizadas por
diferentes complejos localizados en la membrana interna mitocondrial (Fig. 1.9).
El flujo de electrones a través de la cadena respiratoria termina con la
reduccion total del O2 a H20. Sin embargo, algunos de estos electrones pueden
desviarse y participar en la reduccion parcial del Oz, haciendo que éste gane
un electrén, convirtiéndose en Oz, el cual dismuta rdpidamente a HO2
(Fridovich, 1986).
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Figura 1.9. Generacion de especies reactivas de oxigeno por la cadena de transporte electrénico
mitocondrial.

Las especies reactivas derivadas del nitrdgeno (RNS) incluyen especies que
pueden o no ser radicales libres. Entre los RNS se incluyen éxido nitrico (NO),
dioxido de nitrogeno (NO2) y el potente oxidante anién peroxinitrito (ONOO-)

(Augusto y cols., 2002).

El NO es uno de los radicales libres de interés en medicina debido a que es
una molécula de sendalizacidn que estd involucrada en NUMErosos procesos
bioldgicos. Tiene una vida media de varios segundos y estd presente en
prdcticamente todos los tejidos. Debido a su bajo peso molecular y a sus
propiedades lipofilicas difunde facilmente a través de las membranas celulares
(Esper y cols., 2006). Este compuesto se forma a partir de la L-arginina en
reacciones catalizadas por un fipo de enzimas denominadas genéricamente

6xido nitrico sintasas (NOS) (Fig 1.10).
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Figura 1.10. Formacion de distintas especies reactivas de nitrégeno a partir de L-arginina.

El NO reduce la permeabilidad vascular, la sintesis de moléculas de adhesion
linfocitarias, la agregacién plaquetaria, la inflamacidn tisular, el crecimiento, la
proliferacion y migracion celular e inhibe la expresion de citoquinas
proinflamatorias y proaterogénicas, lo que favorece la fibrinolisis. Debido a estas
propiedades, se considera que el NO es una molécula antiaterogénica (Esper y
cols., 2006).

Niveles altos de ROS y RNS provocan danos en macromoléculas, lipidos,
proteinas y DNA. Asi, los radicales libres son capaces de iniciar procesos de
peroxidacion de lipidos de las membranas celulares y de las lipoproteinas,
induciendo pérdida de la funcidén de las membranas y aumento de la
permeabilidad. La lipoperoxidacion se inicia cuando un radical libre abstrae un
dtomo de hidrégeno de un dcido graso polinsaturado. Se forma un radical
alquilo que reacciona répidamente con Oz, generando un radical peroxilo. Este
radical abstrae un dtomo de hidrégeno de un nuevo dcido graso, dando lugar
a reacciones en cadena que finalizan cuando dos radicales libres reaccionan
entre si generando una especie no radicalaria o cuando un antioxidante como

el tocoferol cede el hidrégeno dando lugar a un radical estable.
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MODIFICACIONES OXIDATIVAS DE PROTEINAS

El estrés oxidativo provoca modificaciones especificas en las proteinas que
alteran la estructura y/o funcién de la proteina oxidada (Berlett y Stadtman,
1997). Una de estas modificaciones es la carbonilacién, que altera la
conformacion del polipéptido vy, con ello, provoca su inactivacién total o

parcial (Thorpe y Baynes, 2003).

Estructuralmente la carbonilacion puede ser fruto de la oxidacion directa de
las cadenas laterales de los aminodcidos, principalmente Pro, Arg, Lys y Thr,
dando lugar a la formacién de semialdehido glutdmico (GSA) y semialdehido
aminoadipico (AASA) (Requena y cols., 2001), los productos carbonilados
mayoritarios de la oxidacion de proteinas catalizada por metales. Ademds, los
grupos carbonilo pueden infroducirse en las proteinas por reacciones
secundarias de las cadenas laterales de residuos de Cys, His y Lys con especies
carboniladas generadas durante la peroxidacion lipidica (reacciones de
lipoperoxidacioén) o formadas como consecuencia de reacciones con azdcares
reductores (Ulrich y Cerami, 2001; Bucala y cols., 1994; Sadowska y Bartosz,
2015). En comparacion a los radicales libres, las especies carboniladas reactivas
son estables y pueden difundir por toda la célula, e incluso salir fuera de ella,
atacando dianas muy alejadas de su lugar de formacién. Por eso, estos
intermediarios reactivos solubles no solo son tdxicos per se, sino que ademds son
mediadores y propagadores del estrés oxidativo y del dano tisular, actuando

como segundos mensajeros citotdxicos.

A las reacciones de las proteinas con compuestos carbonilicos reactivos se
las conoce como reaccién de Madaillard o reaccién carbonilo-amino Thorpe y
Baynes, 2003. La reaccion de Maillard cldsica o glicacion no enzimdtica de
proteinas consiste en la reaccién entre el grupo carbonilo de azUcares
reductores como la glucosa con el grupo amino libre, principalmente el amino
terminal de lisina y arginina, sin la participacion de enzimas. Es un proceso
secuencial en el que se pueden distinguir varias etapas (Taghavi y cols., 2016).
Inicialmente se produce la asociacion del azdcar con la proteina formando un
compuesto denominado base de Schiff; la estructura de este compuesto se

reordena hacia una forma mds estable, denominada producto de Amadori.
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Este posteriormente sufre una serie de complejas transformaciones que
conducen a la formacién de compuestos dicarbonilicos muy reactivos, tales
como el glioxal y el metilglioxal, que pueden reaccionar con centros
nucleofilicos de las proteinas, dando lugar a un grupo heterogéneo de residuos
o aductos unidos a proteinas llamados productos finales de la glicacion
avanzada (AGEs) (Vistoli y cols., 2013). Otras vias derivadas de la reaccién de
Maillard llevan también a la produccién de AGEs , en muchos casos a fravés de
reacciones de oxidacion, por eso en conjunto, la formacidon de AGEs derivada

de la glicacién de proteinas recibe el nombre de glicoxidacion.
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Figura 1.11. Reaccién de Maillard y formacién de AGEs. La glicacidon no enzimdtica (productos de
Amadori) por reacciones oxidativas da lugar a productos intermedios muy reactivos, capaces de
unirse a otras proteinas. El proceso termina con la formacion de productos estables AGE. En
presencia de metales de transicion, la glucosa se autooxida, produciendo radicales libres oxidantes
derivados del oxigeno (OH = hidroxilo; Oz - = anién superdxido), H2O2y cetoaldehidos.
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Ademds de los azUcares reductores, también los lipidos oxidados son
capaces de reaccionar con los grupos amino en reacciones fipo Maillard
(Baynes y Thorpe, 2000). La descomposicion oxidativa de los dcidos grasos
poliinsaturados inicia reacciones que desembocan en la formacién de varias
especies carboniladas reactivas, que al reaccionar con centros nucleofilicos de
las proteinas generan productos finales especificos de la lipoxidacién avanzada,
como malondialdehido-Lys (MDA-Lys), 4-hidroxinonenal-Lys (HNE-Lys) y Ne-
(hexanil)lisina (Pokorny y cols., 1988).

Otros productos téxicos que se forman durante las modificaciones no
enzimdticas de las proteinas tienen un origen mixto, esto es, pueden formarse a

partir de la oxidacién de carbohidratos o de lipidos.

Por tanto, debido a las diferentes modificaciones oxidativas que produce el
estrés oxidativo en las proteinas existen marcadores de diferentes tfipos de
lesion; pueden ser indicadores de oxidacion sensu stricto como semialdehido
aminoadipico (AASA) (Fig. 1.12) y semialdehido glutdmico (GSA) (Fig. 1.13)
(Requena y cols., 2001), marcadores de glicosidacién como Ne-carboxietil-lisina
(CEL) o marcadores mixtos de reacciones de glico vy lipoperoxidacién como -
carboximetil-lisina (CML)(Fu y cols, 1996). CEL es un derivado de la lisina que se
forma como producto final de la glicacién avanzada durante la reaccién de
metilglioxal (MGO) con proteinas (Fig. 1.14). CML es un homdlogo de CEL v, al

igual que éste, es un producto final de glicacién avanzada (Fig. 1.15).
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Figura 1.12. Formacién de semialdehido aminoadipico a partir del aminodcido lisina.
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Figura 1.13. Formacion de semialdehido glutdmico a partir de los aminodcidos prolina y arginina.
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Figura 1.14. Formacién de CEL a partir de metilglioxal.
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Figura 1.15. Formacion de CML a partir de glioxal.

1.4 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Dada la toxicidad de ROS y RNS, las células han desarrollado mecanismos
de defensa que retrasan o previenen significativamente la oxidacién de los
sustratos oxidables como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y ADN, vy se

conocen como sistemas antioxidantes.

Debido a la diversidad de los ROS, los sistemas de defensa también son
variados. Segun presenten o no actividad catalitica, los antioxidantes se

pueden clasificar en dos grupos: antioxidantes enzimdticos y no enzimdaticos.

1.4.1 Antioxidantes enzimaticos

Poseen especificidad de sustrato y catalizan la conversion de ROS en
compuestos menos reactivos, deteniendo las reacciones en cadena de la

oxidacion.
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Figura 1.16. Reacciones en las que participan enzimas antioxidantes en la célula. SOD: superdxido
dismutasa; GPx: glutatién peroxidasa; GSH: glutation; GSSG: disulfuro de glutation; GST: glutation S-
transferasa; X: xenobidtico; GSX: conjugado de glutatién con xenobidtico; GR: GSSG reductasa;
G6PDH: glucosa é-fosfato deshidrogenasa.

GPx

SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

Descubierta por McCord vy Fridovich (1969), SOD cataliza la reaccién de
dismutacion del Oz a H202, el cual puede ser eliminado a su vez por catalasa y

glutation peroxidasa. La reaccion global catalizada por SOD es la siguiente:
202" + 2H* — H202 + O2

Se han descrito 3 isoformas de SOD en humanos: Cu,Zn-SOD citosdlica, Mn-
SOD mitocondrial y Cu,Zn-SOD extracelular (EC-SOD) (Fukai y Ushio-Fukai, 2011).
Estas enzimas catalizan la misma reaccién y operan con un mecanismo similar
en el que el metal del centro activo es reducido y oxidado alternativamente
por el Oz en etapas sucesivas. En el caso de las Cu,Zn-SOD, el Cu?* reacciona

con Oz abstrayendo su electrén. El Zn tiene un papel estructural.
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- Cu/In-SOD es muy estable frente a los cambios de pH y temperatura, a la
protedlisis y a la desnaturalizacién. Sin embargo, se inactiva con CN-y H2Oa. Su
peso molecular es de 32 KDa y consta de dos subunidades, cada una de las

cuales tiene un centro activo con Cuy Zn.

- Mn-SOD se encuentra presente en mitocondrias y cloroplastos, lugares
donde la formacién de O2 es abundante debido a las reacciones bioguimicas
que se llevan a cabo. Tiene un peso molecular de 23 KDa y es menos estable
que las Cu/Zn-SOD, ya que pierde su actividad a temperaturas mayores de 50
°C y a pHs superiores a 8. Es resistente al CN- y H2O2 y es estable frente a la

azida.

- EC-SOD es el principal eliminador extracelular de Oz y el principal regulador
de la bioactividad del NO en las paredes de los vasos sanguineos, rindn y
placenta (Qin y cols., 2008). Tiene un peso molecular de 135 KDa. Al disminuir los
niveles extracelulares de Oz evita que éste reaccione con el NO formando

peroxinitrito (ONOO-), por lo que aumenta la vida media del NO.

Cu,Zn-SOD y Mn-SOD se localizan en las células de la granulosa y de la teca
en todas las distintas etapas del desarrollo folicular (Sugino, 2005). También se

expresan en las células del cUmulo odforo (Zuelke y cols., 1997).

CATALASA (CAT)

CAT cataliza la conversidén de H2O2 en H20 y Oa.
H202 + H202 — O2 + 2H20

Aunque CAT no es esencial para algunos fipos celulares en condiciones
normales, si tiene un papel en la respuesta adaptativa de la células al estrés

oxidativo (Céspedes Miranda, 1996).
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GLUTATION PEROXIDASA (GPX)

GPx comparte su sustrato con CAT, pero ademds cataliza la reduccién de
diferentes hidroperdxidos lipidicos y orgdnicos utiizando GSH que es

transformado en GSSG.
H202 + 2GSH — 2H:20 + GSSG

Se han enconfrado al menos cinco isoformas de GPx en humanos. La GPx1 o
cGPx (citosdlica o clésica) reduce los hidroperdxidos de dcidos grasos y el H2O2
y se encuentra predominantemente en eritrocitos, rindn e higado (Ho y cols.,
1997). La GPx2 (GI-GPx o GPx gastrointestinal) y la GPx3 (pGPx o GPx plasmdtica
o extracelular) se detectan escasamente en la mayoria de los tejidos, excepto
en el fracto intestinal y el rindn, respectivamente (Maddipati y Marnett, 1987). La
GPx4 (PHGPx o GPx de hidroperdxidos lipidicos) se localiza tanto en la fraccion
citosélica como en la membrana. GPx4 puede reducir directamente los
hidroperdxidos de los fosfolipidos, perdxidos de dcidos grasos e hidroperdxidos
de colesterol, que se producen en las membranas peroxidadas y en las
lipoproteinas oxidadas (Hansen y Deguchi, 1996). Y por Ultimo la GPx5 (o GPx
de epididimo) se expresa Unicamente en epididimo de mamiferos (Perry y cols.,
1992) (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Caracteristicas de los miembros de la familia de GPx {{539 Drevet,Joé&l R. 2006;}}.

GPx1 GPx2 GPx3 GPx4 GPx5
o Pulmon, Estbmago, RiAGN. BUIMGN Testiculos, Epididimo,
< rAdn intestino P espermatozoide  espermatozoide
c
0
a Epididimo vasos
oY deferentes,
X o . . vesicula
g ° Efl’rroglfos, seminal, Higado, rifndén
o = lgado placenta,
o corazon,
S .
E musculo
(V)
2 Cualquier o Corazén,
g tejido Cualquier tejido cerebro
Localizacién Citosol, Asociada a Secretada,
. . . Secretada, -
celular mitocondri Citosol o membrana, asociada a
citosdlica .
a nucleo membrana
Peso molecular
(KDa) 21 22 22,5 19 24
Polimerizacion Tetrdmero Tetrdmero Tetrdmero Mondmero Dimero
NOmero de
residuos 198-201 190 203(+22) 158 201(+20)
Residuo
selenocisteina Si Si Si Si No
Primera . - (Ghyselinck y
. . (Chuy (Takahashi y (Ursini y cols.,
referencia (Mills, 1957) cols., 1993) cols,, 1987) 1982) DL’JfQC;Lé;e,
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GLUTATION S-TRANSFERASA (GST)

Cataliza la conjugacién de GSH con un centro electrofilico de una molécula
pequena. De esta manera ejerce un papel protector contra la toxicidad
causada por xenobidticos y sus metabolitos. Los derivados conjugados del GSH
son por lo general bioldgicamente inactivos y no téxicos, y son rdpidamente
excretados por el organismo tras su conversidn metabdlica en derivados del

dcido mercapturico (Pastore y cols., 2003).

Las distintas GST estdn agrupadas en dos grandes familias génicas que
codifican para GSTs solubles o citosdlicos y para GSTs de membrana (Hayes y
cols., 2005). Existen 4 clases de GST originadas a partir de la combinacién de
dimeros de diferentes subunidades (Habig y clos., 1974): tres GST citosdlicas (a, u
y m) y una GST unida a la membrana, conocida como GST microsdmica
(Morgenstern y cols., 1980). Se han descrito varios tipos de GST solubles y se ha
visto que tienen, ademds de actividad glutation S-transferasa, actividades

peroxidasa e isomerasa (Maeda y cols., 2005).

PARAOXONASAS (PONS)

La familia de las paraoxonasas se compone de fres miembros que son
homologos estructurales: PON1, PON2 y PON3, cuyos genes se encuentran
situados de forma adyacente en el brazo largo del cromosoma 7 en los seres
humanos (Primo-Parmo y cols., 1996; Aviram y cols., 2004), y comparten un 70%
de identidad en sus secuencias. Las proteinas PONT, PON2 y PON3 tfienen un
peso molecular de aproximadamente 40 KDa y estdn formadas por 355

aminodcidos.

En humanos PON se expresa en diferentes tejidos; PON1 y PON3 se expresan
fundamentalmente en el higado, desde donde son liberadas a la circulacion
para permanecer unidas a particulas de HDL, mientras que PON2 se expresa en
multiples tejidos. PON2 es una proteina intracelular, donde se encuentra unida a
la membrana nuclear y del reficulo endoplasmdtico. Inicialmente se
consideraba que las paraoxonasas eran enzimas que hidrolizaban y

neutralizaban compuestos organofosforados como el insecticida paraoxdn y
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diversos gases nerviosos (Costa y cols., 2003; Richter y cols., 2009). Estudios
posteriores demostraron que PON1 también posee actividad lactonasa (Tougou
y cols., 1998) vy, lo que es mds importante, es capaz de degradar lipidos
oxidados en las lipoproteinas y la forma fiolactona de la homocisteina,
infermediario que puede inducir modificaciones proteicas, lo que le confiere un
papel en la proteccién frente a enfermedades cardiovasculares, como la
aterosclerosis (Draganov, 2007; Negre-Salvayre y cols., 2006). Al igual que PONT,
PON2 y PON3 son capaces de hidrolizar lactonas pero carecen de actividad

paraoxonasa.

Aungue aln no se conoce exactamente cudles son los sustratos bioldgicos
de PON, para estudiar sus actividades in vifro se usan diferentes sustratos
sintéticos; asi, para determinar la actividad PONT1 los principales sustratos
utilizados son paraoxén (actividad paraoxonasa) y fenilacetato (actividad
arilesterasa). Para PON2 se utiliza metilparaoxén (actividad metilparaoxonasa) y

en el caso de la actividad PON3 se utilizan lactonas (actividad lactonasa).

PON1. Su actividad es dependiente de calcio. Es responsable de la defensa

ejercida por las HDL frente a las modificaciones oxidativas de las LDL.

La clonacién del gen en 1993 permitié la identificacién de mds de 200
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en diferentes regiones del gen,
destacando los de la regién codificante en las posiciones 192y 55 y en la regién
promotora 108. La sustitucion de glutamina (Q) por arginina (R) en el coddn 192
determina diferente actividad hidrolasa frente a varios sustratos. El alelo Q es
menos eficiente que el R para hidrolizar paraoxén pero mds eficiente frente a
las lipoproteinas oxidadas. La modificacién del nucledtido 192 no afecta a la
capacidad de hidrdlisis del fenilacetato. La sustitucidn de leucina (L) por
metionina (M) en la posicion 55 es determinante de diferentes concentraciones
séricas de la proteina PON1, estando asociado el alelo M con concentraciones

mds bajas (Adkins y cols., 1993; Durrington y cols., 2001).

PON2. Al igual que PONI1 aungue en menor grado, PON2 desempena
gracias a sus actividades lactonasa y esterasa un papel antioxidante, pero en

este caso intracelular, debido a su localizacién unida a diversos orgdnulos
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infracelulares. De forma similar a PONI1 sus propiedades antioxidantes y

antiinflamatorias ayudan a prevenir el proceso aterosclerdtico

PONB3. El gen PONS3 estd situado entre PONT y PON2 en el grupo de genes de

esta familia y es el menos estudiado en comparacion con los otros dos.

Al igual que PONTI, la proteina PON3 es sintetizada en el higado vy
posteriormente secretada a la circulacidén donde se encuentra asociada a las
HDL, aungue en la sangre humana predomina PONI1. Diferentes estudios han
demostrado que PONS3 se asocia a fracciones nucleares, mitocondriales y del
reticulo endoplasmdtico (Schweikert y cols., 2012). También presenta
propiedades antioxidantes y protege o revierte la oxidacién de LDL con mds

eficacia que PONI1 (Ng y cols., 2005; Draganov, 2007).

1.4.2 Antioxidantes no enzimaticos

Las sustancias antioxidantes pueden prevenir la formacién de radicales
libres, como por ejemplo los quelantes de metales de transicion que evitan la
formacién del radical hidroxilo, o bien detener las reacciones en cadena de la
peroxidacién, proporcionando un electrdn a un radical libre, con la
consiguiente formaciéon de un producto estable. Entre estos antioxidantes se

hallan las vitaminas C y E y el GSH.
VITAMINA E

La vitamina E pertenece al grupo de vitaminas liposolubles ampliamente
distribuidas en los alimentos de origen vegetal. Consta de 2 partes: un anillo
complejo de cromano y una larga cadena lateral de fitilo. Existen cuatro formas
de la vitamina E: alfa, beta, gamma y delta-tocoferol, y cada una de ellas
contiene a su vez 8 isbmeros, siendo el RRR-a-tocoferol la forma mds activa de

la vitamina E en humanos y un poderoso antioxidante bioldgico.
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Figura 1.17. Estructura quimica bdsica de la vitamina E.

La vitamina E estd localizada en las membranas celulares vy lipoproteinas,
donde reacciona con radicales diversos, principalmente con los radicales
peroxilo que propagan la oxidacidn en cadena de los dcidos grasos
polinsaturados. Este antioxidante cede un H del grupo OH de la cabeza de
cromano al radical peroxilo, que se tfransforma en un compuesto no radicalario
y el tocoferol en radical tocoferoxilo, de vida media larga vy, por tanto, menos

reactivo (Fig. 1.18).

55



Infroduccidén UPV EHU

ROO* ROOH

TOCOFEROL TOCOFEROXILO
CH, CHs

H;C \/ o eny any ciy ch H,C \/ (.H CH, CH, CH,
CH; CH3

Figura 1.18. Reaccién del a-tocoferol.

VITAMINA C

La vitamina C o dcido ascoérbico es un sdlido cristalino blanco muy soluble
en agua. El dcido ascoérbico en plantas y algunos animales es sintetizado a
partir de la glucosa, pero los humanos no lo sintetizan. Por ello es necesario

ingerirla en la dieta (Halliwell y Gutteridge, 1990).

El dcido ascérbico tiene estructura de lactona. La acidez no se debe dal
grupo carboxilico, sino a la posibilidad de que se ionice el hidroxilo situado

sobre el carbono 3, formando un anién que queda estabilizado por resonancia.

En el citosol la vitamina C actia como un antioxidante primario que elimina
ROS producidas en el metabolismo celular. La vitamina C favorece el reciclado
de la vitamina E (Chan, 1993).
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ascorbilo  deshidroascorbico

Ascorbato

Figura 1.19. Estructura quimica y reacciones redox del acido ascérbico. El ascorbato es
oxidado en dos etapas en los que pierde cada vez un electrén, pasando por una forma
ascorbilo de radical libre. Este intermediario es seguidamente oxidado a dcido
deshidroascérbico.

GLUTATION (GSH)

El GSH es un tripéptido formado por L-cisteina, L-glutamato y L-glicina (y-Glu-
Cys-Gly). Ademds de participar en reacciones de conjugacién catalizadas por
GST para la eliminacion de xenobioticos, el GSH es el principal antioxidante
intracelular. El glutatién estd presente en las células tanto en su forma reducida

como oxidada.
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Figura 1.20. Estructura quimica de las dos formas reducida y oxidada del glutation.

Como se ha comentado anteriormente, el GSH se utiliza en la eliminacién de

ROS por reacciones catalizadas por el enzima GPx. GSH dona un hidrégeno vy se

convierte en GSSG. El GSSG se reduce a GSH por la enzima GSSG reductasa,

qgue utiliza NADPH como donador de electrones, que procede de la ruta de las

pentosas fosfato. En las células sanas mds del 90% del glutation se encuentra

como GSH. Una disminucién del cociente GSH/GSSG es indicativo de estrés

oxidativo.

Figura 1.21. Ciclo redox de GSH/GSSG. GPx: glutatién peroxidasa; GSH: glutatién; GSSG: disulfuro de
glutation; GR: GSSG reductasa; G6PDH: glucosa é-fosfato deshidrogenasa.
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1.5 ROS EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA REPRODUCCION

Con respecto a la fisiologia de la reproduccién en la mujer, los ROS vy los
sistemas anfioxidantes desempenan diferentes funciones (Kafo y cols., 1997;
Sugino, 2005; Agarwal y cols., 2008). En concenfraciones adecuadas se
comportan como mediadores de la sefalizacion hormonal, la esteroidogénesis
ovdrica, la ovulacién, la formacién del cuerpo IUteo vy la luteolisis, asi como de

la funcidn de las células germinales.

ROS se forman peribdicamente dentro del ovario a consecuencia de
procesos como la sintesis de hormonas esteroideas durante las fases folicular y
lUtea (Gonzalez-Fernandez y cols., 2005). Otfra fuente de ROS la constituye el
elevado numero de neutréfilos y macréfagos existente en los foliculos y en el

cuerpo luteo.

Diversos estudios han demostrado la relacion existente entre ROS del liquido
folicular, la foliculogénesis y la esteroidogénesis (Sugino y cols., 2004). Durante el
desarrollo folicular se produce una disminucién del aporte de oxigeno a las
células, la hipoxia en las células de la granulosa induce angiogénesis folicular
necesaria para el crecimiento y desarrollo del foliculo, y su impedimento, en
cambio, contribuye a la atresia folicular. La hipoxia modula la produccién de
ROS que actian como mensajeros intracelulares de esta respuesta

angiogénica (Basini y cols., 2004).

La fransicion desde el foliculo en desarrollo hasta el foliculo anfral se asocia a
un marcado aumento del metabolismo de las células de la granulosa,
fundamentalmente en la produccidon de esteroides via citocromo P450
(Richards, 1994), con el consiguiente aumento de la generacién de radicales
libres. En ratas se han observado cambios ciclicos en los niveles de SOD
asociados al ciclo reproductivo (Laloraya y cols., 1988). Esta actividad se
encuentfra en los diferentes estadios foliculares, asi como en las células del
cumulo que rodean al ovocito y en el liquido folicular (Zuelke y cols., 1997). Las
gonadotropinas aumentan la expresion de Mn-SOD y de EC-SOD en foliculos de
ratas (Tilly y Tilly, 1995).
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El O» puede dar lugar a la ruptura de la pared folicular, requisito
indispensable para la ovulacion; de hecho, se ha observado que la
peroxidacién lipidica se intensifica en el foliculo preovulatorio {199 Jozwik
1999:}}. El mecanismo de la ovulacién se ha comparado con un proceso de
inflamacion aguda con produccién de prostanoides y leucotrienos. La
inflamaciéon que acompana al proceso de ovulacidén se caracteriza por un
aumento en la produccion de prostaglandinas y citoquinas, activacién de
metaloproteinasas y de la permeabiloidad vascular. Todas estas reacciones
inflamatorias relacionadas con la ruptura del foliculo estdn mediadas por ROS.
La estricta relacién que existe entre ROS, apoptosis y ovulacidon se ha
confirmado por diferentes estudios {{924 SafoEisuke F. 1992;}} {{925
Miyamoto,Kaori 2010;}} {{377 Shkolnik 2011;}}.

ROS intervienen en la maduracién del ovocito, dado que inducen la

reanudacién de la meiosis | en la pubertad {{366 Behrman 2001;}}.

En nuestro grupo de investigacidon se ha descrito que los tratamientos de
estimulacién ovdrica conducentes a la obtencidén de ovocitos para la FIV
conllevan una disminucidn de la resistencia a la oxidacién in vitro del suero, es
decir, provocan un aumento del estado oxidado del suero, y que, ademds, el
aumento de la velocidad de oxidacidn del suero se correlaciona positivamente

con la obtencién de embarazo en la FIVTE {190 Aurrekoetxea 2010;}}.

Ademds de las funciones fisioldgicas ejercidas por ROS durante la ovulacién,
hay que tener en cuenta sus efectos adversos a concentraciones altas {{306 Al
2010;}}. Los ROS puede estar aumentados en el microambiente del ovocito {{380
Guerin,P. 2001;}}, pudiendo inhibir el desarrollo del mismo {{381 Tafemoto,H.
2000;}}, causar detencién de la meiosis, un aumento del nUmero de ovocitos
“degenerados” {{381 Tatemoto 2000;}} e inducir apoptosis del cigoto {{926 Liu,L.
2000;}}.

Para preservar al ovocito del dano oxidativo, mantener la calidad ovocitaria
y asegurar la reproduccidn, las células foliculares ovdricas disponen de una
serie de antioxidantes enzimdticos y no enzimdticos presentes en los foliculos en

desarrollo.
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Puesto que el liquido folicular es el entorno que rodea directamente el
ovocito, tiene un impacto directo sobre el crecimiento y la maduracién del
mismo (Irving-Rodgersy cols., 2010; Revelli y cols., 2009; Rodgers y Irving-Rodgers,
2010). Por todo ello, un liquido folicular en el que persiste una situacién de estrés
oxidativo puede dar lugar a una disminucién de la calidad del ovocito, con lo
gue queda afectado el resto de etapas del proceso reproductivo (Eaton, 2006).
Los diferentes compuestos antioxidantes presentes en el liquido folicular pueden

moderar la accidn de los radicales libres, limitando asi el dano oxidativo.

El cuerpo lUteo se forma después de la ovulacién y es responsable de la
produccién de progesterona necesaria para el establecimiento y el
mantenimiento del embarazo. Esta sintesis esteroidea da lugar a produccion de
ROS, que a su vez, ROS ejercen un efecto sobre la produccidn de progesterona
(Sugino 2006), como se ha visto en estudios in vitro. En la fase IUtea, aumentan
las defensas antioxidantes para preservar la integridad del cuerpo lUteo (Sugino
2006; Jones y cols., 2008). Asi, segun Rizzo y cols. (2009) el descenso en la
concentracién de ROS producido en la fase IUtea con respecto a la fase
folicular puede ser debido al efecto anfioxidante ejercido por la alta
concentracion de progesterona y a un aumento en la actividad Cu/Zn-SOD asi

como a mayores concentraciones de ascérbico.

Por ofro lado, la disminucidén de la actividad SOD y el aumento de ROS
ejercen efectos luteoliticos. La concentracién de ROS en el cuerpo IUteo
aumenta durante la fase de regresidn y esto estimula la sintesis de
prostaglandina F2, También se ha observado que la prostaglandina Fo, induce
apoptosis al aumentar la produccion de ROS en células luteas de rata y que los
antioxidantes, en cambio, inhiben la apoptosis. Los ROS parecen, por tanto,
inducir la muerte celular por apoptosis durante la luteolisis (Sugino y cols., 2002).
Por ofro lado, diversos estudios sugieren que las actividades anfioxidantes
protegen al cuerpo lUteo del dano oxidativo y la apoptosis y pueden
desempenar un papel importante para evitar la involucién IUtea cuando se
produce el embarazo, como parece reflejar el aumento de las actividades
catalasa, SOD, GPx y GST en el cuerpo IUteo en diversos especies al inicio de la

gestaciéon (Sugino y cols., 1993; Al-Gubory y cols., 2004).
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Las células del endometrio generan ROS en su metabolismo. También la
placenta es productora de ROS. Puesto que tanto las células germinales como
los embriones son vulnerables a los efectos daninos de ROS, un aumento en la
produccion de los mismos, como ocurre durante el embarazo, puede tener

efectos deletéreos sobre el proceso reproductivo (Jauniaux y cols., 2003).

Nuestro grupo ha descrito que el polimorfismo Ala/Val SOD2, que codifica
para la forma mitocondrial de SOD o MnSOD, se asocia con la tasa de
embarazo en la FIVTE. En particular el genotipo Ala/Ala SOD2, de alta actividad,
es un predictor independiente y significativo de embarazo, o que refleja el
papel de la defensa antioxidante, en particular en la mitocondria, para poder

concebir en la FIVTE (Ruiz-Sanz y cols., 2011).

El estrés oxidativo durante el desarrollo inicial de la placenta se asocia a
diversas patologias, como la reabsorcién del embridn, abortos, la restriccion del
crecimiento intrauterino y la preeclampsia (Myatt y Cui, 2004). Por eso, una
adecuada defensa antioxidante placentaria es indispensable para prevenir

complicaciones en la madre y en el feto.

En conclusién, ROS puede afectar a una variedad de funciones fisioldgicas
en el proceso reproductivo, y en altas concentraciones puede dar lugar a

patologias que afectan a la reproduccién femenina.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Se estima que en Espana 55.000 parejas se incorporan cada ano al
colectivo con problemas de fertilidad que acuden a las técnicas de
reproduccion asistida como medida terapéutica. Una de las fases iniciales de
las técnicas de reproduccién asistida consiste en someter a la mujer a un ciclo
de estimulacion ovdarica controlada para poder obtener un nimero elevado de
ovocitos viables para ser posteriormente fecundados mediante los
procedimientos mds apropiados en cada caso. Estos tratamientos suponen
para la mujer un estrés psicolégico anadido a las repercusiones fisicas del
tratamiento, siendo frecuente la aparicién de emociones negativas como la
ansiedad vy la frustracién. Es, por tanto, fundamental que los tratamientos sean
efectivos. En este contexto se enmarca este proyecto de tesis doctoral, es
decir, en la bUsqueda de biomarcadores de disfuncidon y de fertiidad que

permitan mejorar a medio/largo plazo las técnicas de reproduccidn asistida.

Los antioxidantes y las especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrdgeno
(RNS) a concentraciones fisioldgicas estdn implicados en la regulacién del
sistema reproductor de la mujer (desarrollo folicular , ovulacién, ciclo IUteo,
fertilizaciéon del ovocito, embriogénesis). Pequenas variaciones en el equilibrio
redox pueden desencadenar senalizacién mediada por ROS, que regula estos
procesos. Sin embargo, a concentraciones elevadas ROS y RNS provocan dano
a macromoléculas y conducen a una situacién de estrés oxidativo que se
asocia a patologias y complicaciones obstétricas. Para concebir es necesario el
control riguroso de los componentes de la balanza prooxidantes versus

anfioxidantes, de forma que se hallen en un equilibrio redox.

El liquido folicular constituye el microambiente del ovocito in vivo, y aporta
nutfrientes y moléculas reguladoras durante el desarrollo y la maduracién
ovocitaria. El liguido folicular es en parte un exudado del suero, ya que las
proteinas y lipoproteinas pequenas del suero pueden difundir libremente a

través de la barrera folicular, pero también contiene sustancias producidas
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localmente por las células del foliculo. Poco se conoce sobre el estado

antioxidante del liquido folicular y de cdmo éste afecta a la calidad ovocitaria.

Nuestra HIPOTESIS es que el estado antioxidante del liquido folicular
contribuye al desarrollo y la maduracién del ovocito, y condiciona su calidad y
capacidad de fertilizarse, lo que tiene implicaciones en la reproduccion

asistida.

Los OBJETIVOS de este proyecto de tesis doctoral son caracterizar el estado
antioxidante del liquido folicular de foliculos A) en distinto grado de maduracion
(pequenos y grandes), y B) de mujeres fértiles y subfértiles, sometidas a un ciclo
de estimulacion ovdrica controlada, de forma que a partir de los resultados

puedan establecerse biomarcadores de maduracion folicular y de fertilidad.

Para llevar a cabo los OBJETIVOS propuestos se va a utilizar una poblacién
de mujeres distribuidas en dos grupos: A) mujeres fértiles, donantes de évulos
con al menos un hijo vivo (Donantes) y B) mujeres subfertiles, pacientes que
entran en un programa de reproduccién asistida (Pacientes). De cada mujer se
obtiene liquido folicular de foliculos pequenos (didmetro <12 mm) y grandes

(didmetro = 18 mm).

Se van a realizar los siguientes OBJETIVOS OPERATIVOS:

1. Determinar en el liquido folicular pardmetros bioquimicos y marcadores
del estado antioxidante del fluido, en particular, actividad antioxidante total
(TAA y ORAC), niveles de a-tocoferol, y-tocoferol y éxido nitrico, y actividades
de enzimas antioxidantes (SOD, catalasa, GPx, GST y del sistema de las
paraoxonasas). Se van a comparar estos pardmetros entre foliculos pequenos y

grandes para cada mujer y entre los dos grupos poblacionales.

2. Andlizar en el liquido folicular la expresion, mediante transferencia

Western, de las proteinas de la familia de paraoxonasas: PONT, PON2 y PONS3.

3. Desarrollar una metodologia para determinar biomarcadores de las

modificaciones oxidativas no enzimdticas de las proteinas del liquido folicular,
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en concreto semialdehido glutédmico, semialdehido aminoadipico, carboxietil-
lisina y carboximetil-lisina, y analizar estas modificaciones en muestras

procedentes de Donantes y Pacientes.

4. Establecer para cada ciclo de estimulacion ovdrica las posibles
asociaciones enfre los pardmetros bioquimicos y del estado antioxidante del
liquido folicular, tanto de Donantes como de Pacientes, con los pardmetros de
fertilidad (nUmero de foliculos antrales, de ovocitos totales y maduros y tasa de
fertilizaciéon), y en el grupo de Pacientes comparar dichos pardmetros entre

ciclos productivos y no productivos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se frata de un estudio prospectivo transversal de casos y controles en el que
han participado un total de 193 mujeres reclutadas (desde 2011 hasta 2013) en
la clinica de reproduccidn asistida Instituto Valenciano de Infertilidad en Bilbao

(www.ivi.es, Vizcaya). Las mujeres se distribuyeron en dos grupos:

A) Grupo control, formado por mujeres con fertilidad probada (al menos un
recién nacido vivo), que entran en el Programa de Donacién de Ovulos de la

clinica (Donantes, N = 86).

B) Grupo de estudio, formado por mujeres con problemas de ferfilidad que
enfran en la clinica para ser sometidas a un fratamiento de fertilidad
(Pacientes, N = 107).

CRITERIOS DE INCLUSION

Los criterios de inclusion para la participacién en el estudio fueron: 1) no
tomar ningUn suplemento vitaminico, 2) no haberse sometido a terapia
hormonal durante los Ultimos 12 meses, 3) carecer de problemas
cardiovasculares, 4) ausencia de frastorno hipertensivo y de enfermedad
metabdlica, 5) no tener endometriosis y 6) no tener sindrome de ovario
poliquistico (PCOS).

En el grupo de Donantes los criterios de inclusion incluyeron: edad entre
18 y 35 anos, indice de masa corporal normal y ciclos menstruales regulares de
26-35 dias, siendo los principales criterios de exclusidén: cariotipo anormal y

abortos de repeticion.

TRATAMIENTO

Las mujeres se sometieron a un ciclo de estimulacion ovdrica con

gonadotropina, segun protocolo de la clinica (Soares y cols., 2005). Solo se
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incluyd un ciclo para cada paciente. El tratamiento se describe brevemente a

continuacién.

A partir de la fase lUtea media del ciclo precedente (dia 20 de ese ciclo)se
administra por via subcutdnea acetato de leuprolide, un agonista de la GnRH,
(0,5 mg/dia) (Procrin®; Abbott, Madrid, Espana). Para evaluar la maduracion
folicular se realizan de forma rutinaria ecografias transvaginales y se determinan
los niveles de estradiol sérico. Una vez lograda la supresion ovdrica, definida
como nivel de estradiol sérico < 40 pg/ml y un tamano folicular < 10 mm de
didmetro, se administra FSH recombinante (Gonal F, Merk Serono, Madrid,
Espana) o hMG (gonadotropina menopdusica humana) altamente purificada
(Menopur, Ferring, Madrid, Espana). Para evaluar la maduracion folicular y
ajustar las dosis se realizan de forma rutinaria ecografias trasnvaginales y se
determinan los niveles de estradiol sérico. Cuando se observan 3 o mds foliculos
de un didmetro = 18 mm se administra gonadotropina coriénica humana
recombinante (6500 Ul) (hCG; Ovitrelle, Merk Serono, Madrid, Espana) para
inducir la ovulaciéon. A las 36 h después de la administracién de hCG  se realiza

la puncién folicular fransvaginal guiada por ultrasonido.

COMPILACION DE LA INFORMACION CLINICA Y SEGUIMIENTO

Toda la informacidn clinica se recoge en la Clinica de Reproduccidn asistida
IVI-Bilbao. Esta informacidén es necesaria para poder redlizar el seguimiento de
las pacientes y estd amparada por los correspondientes Sistemas de Proteccidn

de Datos de la Clinica.

CONSIDERACIONES ETICAS

Los Comités de Etica de la UPV/EHU (CEISH, Comité de Etfica para la
Investigacién con Seres Humanos y CEIAB, Comité de Efica para la
Investigacién con Agentes Bioldgicos) aprobaron los protocolos del proyecto
(CEISH/96/2011/RUIZLARREA y CEISH/125/2012/RUIZ LARREA). El estudio se realizd
de acuerdo con los convenios enfre la UPV/EHU y el IVI-Bilbao (Ref. RUIZ LARREA-
VI 2012/01 y 2012/02). El proyecto cumple con la Ley Espanola de Tecnologias
de Reproduccidn Asistida (14/2006). De todas las mujeres que participaron en el

estudio se obfuvo el consentimiento informado por escrito.
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RECOGIDA DE LA MUESTRA

Las muestras de liquido folicular (LF) se obtienen de foliculos de dos tamanos
diferentes; foliculos pequenos (didmetro <12 mm) vy foliculos grandes (didmetro
> 17 mm). La obtencién de las muestras se realiza mediante la puncién folicular.
A confinuacién se aspira individualmente el LF de un par de foliculos
confralaterales para cada tamano. Se comprueba visualmente que las
muestras no estén contaminadas con sangre, desechdndose aquellas muestras
contaminadas. Inmediatamente después de la separacion del ovocito del LF,
se mezclan las 2 muestras de LF procedentes de foliculos del mismo tamano y se
centrifugan a 3000 x g durante 10 min para eliminar los desechos celulares. El
sobrenadante (LF) se transfiere a tubos de polipropileno estériles y se almacena
en nitrégeno liquido. Se mantiene la cadena de frio hasta que los tubos son
almacenados a -80 °C para su posterior andlisis en la Universidad del Pais Vasco
por el grupo de investigacién de radicales libres y estrés oxidativo (FROS)

(www.ehu.eus/radicaleslibres/).

3.2 VARIABLES DEL ESTUDIO

A continuacién se describen las variables analizadas para este estudio.

VARIABLES RECOGIDAS DE LA HISTORIA CLINICA

Se recogid informacidn sobre la edad, el indice de masa corporal (IMC) y
hdbito tabdquico. Las variables de infertilidad se definieron como de origen

femenino, masculino o desconocido.

Las causas de infertilidad de origen femenino fueron: aborto de repeticién,

factor genético, factor tubdrico, baja respuesta, edad y dano iatrogénico.

Las causas de infertilidad de origen masculino se refirieron a problemas

relacionados especificamente con los espermatozoides o el liquido seminal.
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VARIABLES DE FERTILIDAD

Tras un ciclo de estimulacién ovdrica se recogieron ovocitos, que fueron
fertilizados in vitro mediante inyeccién infracitoplasmdtica (ICSl) o mixta
(FIV/ICSI) (FIV:  Fertilizacion In Vitro). En ambas poblaciones (Donantes vy
Pacientes) se determind el nUmero de foliculos antrales, ovocitos totales y
maduros y la tasa de fertilizacion. En las Pacientes en las que se llevd a cabo la
transferencia embrionaria se determind la tasa de implantacién y el % de

ciclos productivos (% de mujeres que se embarazan).

VARIABLES DERIVADAS DEL ANALISIS DEL LF

En el LF se han determinado pardmetros bioquimicos (albumina, &cido Urico,
apo-Al, colesterol total, glucosa, HDLc, proteinas totales y triglicéridos),
actividades antioxidantes totales (TAC y ORAC), niveles de las vitaminas
antioxidantes o-tocoferol y y-tocoferol y de &xido nitrico, y las actividades
enzimdticas: catalasa, glutation peroxidasa total y dependiente de selenio,
glutation  S-transferasa, superdxido dismutasa, PONT1  arilesterasa, PONI
paraoxonasa, PON2 metilparaoxonasa y PON3 simvastatinasa. También se han
cuantificado las proteinas: PON1, PON2 y PON3.

Finalmente se determinaron los biomarcadores de las modificaciones
oxidativas proteicas: semialdehido glutdmico (GSA), semialdehido adipico
(AASA), Ne—carboxietil-lisina (CEL) y Ne—carboximetil-lisina (CML).

3.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

La determinacion de los pardmetros biogquimicos (albumina, dcido Urico,
apo-Al, colesterol total, glucosa, HDLc, proteinas totales y TG) se realizd
mediante métodos colorimétricos en un autoanalizador Hitachi 9211 en el

laboratorio de andlisis del Dr. Manuel Lafita.
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3.4 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (TAC)

La técnica desarrollada para medir TAC en el LF se fundamenta en la
capacidad de los compuestos antioxidantes (donantes de un hidrégeno o un
electrén) presentes en la muestra de reducir la especie oxidante: el radical

ABTS* adicionada al sistema de ensayo.

Se redliza por el método colorimétrico descrito por Re y cols. (1999)

modificado como se describe en Aurrekoetxea y cols.(2010).

La disolucién del radical ABTS* se prepara haciendo reaccionar ABTS (2 mM)
con K2$20g 70 mM en HO milliQ en una proporcion K2S20g/ABTS de 1:100
durante 12 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Para el ensayo
colorimétrico se diluye 25 veces esta disolucién en H2O milliQ hasta que la

absorbancia a 734 nm seaigual a 0,70 £ 0,01.

Se estudia la decoloracién del radical ABTS* en presencia de LF a una

temperatura de 30 °C.

El ensayo se realiza en una cubeta en un espectrofotdmetro UV-visible (CARY
100 Bio). La reaccién se inicia al anadir 1 ml de la disolucién de ABTS* sobre 2-8
ul de LF, siendo el volumen final 1010 pl. Se registra la absorbancia a 734 nm
durante 12,5 min, realizdndose medidas cada minuto. Los ensayos se realizan

por duplicado, utilizdndose como blanco H20 milliQ.

Se representa la absorbancia frente al tiempo, calculdndose el drea bajo la
curva (Fig. 3.1). En cada experimento se construye una recta patrdn con

concenftraciones crecientes de Trolox (0-2 mM) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).
La TAC se expresa en equivalentes de Trolox (mM).

El coeficiente de variacidon infra- e interensayo para este método de
determinacion de la capacidad antioxidante total fue 1,0 y 2,0,

respectivamente.
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Figura 3.1. Representacion grafica de la determinacion de la TAC.

3.5 CAPACIDAD DE ABSORCION DE RADICALES DE
OXIGENO (ORAC)

La determinacién de ORAC se basa en el método descrito por Cao y cols.
(1993). La técnica mide la degradacién de la molécula fluorescente
fluoresceina al reaccionar con dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-amidinopropano
(AAPH), un compuesto azoderivado. El AAPH genera radicales peroxilo por
calentamiento; de esta manera se degrada la fluoresceina, dando lugar a un
producto no fluorescente. Los antioxidantes que confiene el LF protegen a la

molécula fluorescente frente a la degradacion.

El ensayo se realiza fluorimétricamente en un lector de placas Bio-tek
Synergy HT a 37 °C. El volumen final de reaccion es 200 ul y contiene
fluoresceina (6,12 x 10> mM) y AAPH (19,12 mM) disueltos en tampdn fosfato 75
MM pH 7.4, y LF en distintas diluciones (1,25 x 103 = 5 x 103 pl). Se registra la
disminucion de la intensidad de la fluorescencia durante 25 min, realizdndose

medidas cada min para una longitud de onda de excitacién de 485 nm y una
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longitud de onda de emisidon de 520 nm. La reaccidn se desencadena al anadir
el AAPH.

El ensayo se redliza por triplicado, utilizdndose como blanco HO milliQ. Se
representa la fluorescencia frente al tiempo. En cada experimento se construye
una recta patrén con concentraciones crecientes de Trolox (1,25 - 30 uM) (Fig.

3.2). ORAC se expresa en equivalentes de Trolox (mM).

El coeficiente de variacién intra- e interensayo fue 2,6 vy 3.2,

respectivamente.

A excitacion = 485nm

1200 1 A emisién =520 nm
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g \ \ \ : : ;\<\30pMTrolox
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O 400 4
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0 5 10 1.5 20 25
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Figura 3.2. Curvas de fluorescencia para Trolox en el método ORAC.

3.6 VITAMINA E

La vitamina E presenta diferentes vitdmeros entre los que se encuentran el o

y el y—-tocoferol. La cantidad presente en LF de estas dos formas de vitamina E

79



Materiales y métodos UPV EHU

se determina por HPLC de fase reversa. El método se basa en el descrito por
Schiep y cols. (1994).

Previamente al andlisis cromatogrdfico se extraen los lipidos del LF con n-
heptano, como se describe a continuacién. Se toman 200 ul de LF y se anaden
800 ul de etanol con hidroxitolueno butilado (BHT) al 0,05 % y &cido ascoérbico al
0,1 %. Se almacena a -20 °C hasta el dia de la determinacién. El dia del ensayo
se anaden 2,37 nmol de §-tocoferol (patrdn interno en el proceso de extraccion
e inyeccion en el HPLC, ya que este isdmero no estd presente en los fluidos
bioldgicos) a cada muestra, se agita el tubo durante 30 s y seguidamente se
extraen los lipidos con 1 ml de n-heptano. Tras agitar vigorosamente las
muestras durante 2 min, éstas se centrifugan a 2000 x g a 4 °C durante 5 min
para separar las fases. Se toma la fase orgdnica superior y se repite la
extraccién anadiendo a la fase acuosa el mismo volumen de n-heptano. Se
evapora el disolvente en concentrador-evaporador (SpeedVac Concentrator,
SAVANT A 290) a 37 °C. El extracto lipidico se resuspende en 20 ul de
isopropanol y se anaden 80 pl de fase movil (metanol.etanolisopropanol,
65:33,25:1,75), las fases se pasan a través de filtros de nylon de 0,45 um y se
desgasifican con una bomba de vacio y gaseando con helio). Las muestras se

pasan a fravés de un filtro de nylon de 0,45 um y se llevan al vial de inyeccién.

Se construyen rectas de calibrado a concentraciones crecientes de los
patrones a-tocoferol (0-8 hmol/50 pl) y y-tocoferol (0-2 nmol/50 pl) disueltos en
etanol (Sigma, Madrid, Espana). Las concentfraciones reales de cada forma de
tocoferol se determinan a partir de la absorbancia correspondiente para cada

caso y aplicando su coeficiente de extincién molar.

a-tocoferol: A =292 nm g= 3,26 mM-' cm-!

y-tocoferol: A =298 nm € = 3,81 mM-' cm!

§-tocoferol: A =298 nm £ =3,52 mM! cm"!

En el HPLC (Kontron) se lleva a cabo la separacién isocrdtica, utilizando una

columna Kromaphase C18 (30 cm x 4,6 mm, 5 um) y una precolumna Waters
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Spherisorb ODS (1 cm x 4,6 mm ID, 5 ym) con el mismo empaqguetamiento (flujo

de 1 ml/min), a temperatura ambiente y mediante deteccién a 295 nm.

La columna se regenera tras cada sesion cromatogrdfica lavdndose con
una mezcla H2O:metanol (7:25). El programa cromatogrdfico utilizado tiene una

duraciéon de 8,5 min para los patrones y 16,5 min para las muestras.

El tiempo de retencidn de los diferentes tocoferoles es 4,35 £ 0,38 min para §-
tocoferol, 4,80 £ 0,36 min para y-tocoferol y 5,40 + 0,53 min para o-tocoferol. Las
curvas de calibrado se construyen representando las dreas integradas frente a

la concentracion de tocoferol.

4“2 9—|——mv

150+

&
75— _ A
__}J\
07—~ T
Figura 3.3. Cromatograma representativo de la determinacién de los diferentes tocoferoles en el
LF.

3.7 OXIDO NITRICO (NO)

La cuantificacién de NO es dificil en medios bioldgicos, debido a su corta
vida media (de 6 a 10 s) y a sus bajas concentraciones y por ello se cuantifican
sus metabolitos estables: nitrito y nitrato. El nitrito es el Unico producto estable de
la autooxidacién del NO, y el nitrato se forma por la reaccién entre el NO vy la
oxihemoglobina.

La determinacion de NO se realiza utilizando el método de Miranda y cols.
(2010) basado en la reaccién de Griess (Griess, 1879), adaptado a placas de 96

pocillos como se describe en Aurrekoetxea y cols. (2010).
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La reaccion de Griess se basa en la formacion de un cromdforo por la
reaccion de sulfanilamida (SULF) con nitrito en medio dcido, seguido por un
acoplamiento con aminas biciclicas tales como dihidrocloruro de N-(1-
naftil)etilendiamina (NEDD). Los nitratos presentes en la muestra se reducen a
nitritos por accion del tricloruro de vanadio (VCls) (Fig. 3.4). Posteriormente se

registra la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm.

$02NH2

SULF
vCl NHz o NHz L =540 nm
NOs NOZ'\H " SO:2NH:2
SO:zNH2
[ — > N:'TI
=
N=N
* =
HN -~ NHz
Cromoéforo

Figura 3.4. Reaccioén de los reactivos de Griess con nitrito.

En el ensayo se ufilizan los siguientes reactivos:

- VClIz 63 mM en HCI 1,33 M. Se filira a fravés de filtros de 0,22 um vy se

almacena en oscuridad a 4 °C durante un tiempo mdximo de 15 dias,
-NEDD 10,24 mM en H20 milliQ. Se almacena a 4 °C.

- SULF 309,7 mM en HCI al 10 %. Se filira (0,22 um) y se almacena en

oscuridad a 4 °C.

Antfes de realizar el ensayo se mezclan los reactivos de Griess (NEDD y SULF)

en una proporciéon 1:1.

La determinacion de NO se lleva a cabo por una reaccidén colorimétrica

(lector de placas Bio-tek Synergy™ HT) en un volumen final de 200 ul que
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contiene VCl; 1575 mM, NEDD 1,28 mM, SULF 38,71 mM y 100 ul de LF

previomente desproteinizado.

La eliminacién de las proteinas plasmdaticas de la muestras se realiza
anadiendo etanol frio en una proporcién 1:3. A continuacién se agitan los tubos
y se dejan reposar 10 min en hielo. Se centrifugan a 14000 x g durante 10 min @

4 °C y se trasvasa inmediatamente el sobrenadante a un tubo eppendorf.

El ensayo se realiza por duplicado, utilizdndose como blanco H2O milliQ. En
cada experimento se construye una recta patrdn con concentraciones
crecientes de NaNOs disuelto en H20 milliQ (0,15-5 nmoles/pocillo). Se registra la
absorbancia a 540 nm y se representa frente a la concentracién de NaNOs. La

absorbancia de las muestras de LF se extrapola en la recta patrén.
La concentracidon de NO se expresa como uM de NaNOsa.

El coeficiente de variacion infra- e interensayo para la determinacién NO fue

3.3y 6.0, respectivamente.

Para todas las actividades que se describen a continuacién se ha utilizado
un lector de placas de 96 pocillos Bio-tek Synergy™ HT Multi-Detector de

fluorescencia, absorbancia y luminiscencia.

3.8 ACTIVIDAD CATALASA

La catalasa cataliza la conversidn de perdxido de hidrégeno en H2O y O2
(Fig. 3.5).

Catalasa

I

> H,0 + %0,

A =240 nm

Figura 3.5. Reaccién enzimdtica catalizada por catalasa.

La actividad catalasa se analiza segin el método de Cohen y cols. (1996).
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Se determina la desaparicion del H202 espectrofotométrica a una longitud
de onda de 240 nm a 30 °C en un volumen final de 250 pl. La absorbancia se

registra durante 3 min a intervalos de 7 s.

La reaccion se inicia ahadiendo H2O2 37,5 mM en fampdn fosfato potdsico
100 mM, pH= 6,8 a 1 ul de LF. La medida se realiza por triplicado vy se utiliza H.O

milliQ como blanco.

La actividad se calcula teniendo en cuenta el coeficiente de extincidon
molar experimental del H202, €=0,039 mM- x cm-'. Los resultados se expresaron

como ymol/min/mil.

El coeficiente de variacion intra- e interensayo para este método fue 7,1 y

9,1 respectivamente.

3.9 ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA (GPX)

La GPx comparte su sustrato con la catalasa, pero puede reaccionar con
lipidos y otros hidroperdxidos orgdnicos. Es un enzima dependiente de selenio
que utiliza glutatién como reductor, formando disulfuro de glutatién. El GSH se
regenera mediante la accidn de la GSSG reductasa, que utiliza como reductor

NADPH proveniente principalmente de la ruta de las pentosas fosfato (Fig. 3.6).

Se determinaron las actividades enzimdticas GPx total y GPx dependiente

de selenio (Se-GPx) mediante reacciones acopladas.

La determinacion se realiza segun el método de Wilson y cols. (1989)
adaptado a placas de 96 pocillos. El método se basa en la capacidad de GPx
de catalizar la reducciéon del hidroperdxido de cumeno (HPC) (actividad GPx
total), y del H2O2 (actividad Se-GPx). Se determina la desaparicion de NADPH

espectrofotométricamente.
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Figura 3.6. Reaccién enzimdtica catalizada por GPx utilizando como sustratos H202 e hidroperdxido
de cumeno (ROOH).

Cada pocillo contiene en un volumen final de 225 ul tampdn fosfato
potdsico 34,2 mM, pH=7, Na2EDTA 0,94 mM, azida sddica 1,40 mM, glutatiéon
reductasa 0,45 U, GSH 0,45 mM, NADPH 0,2 mM, y HPC 0,72 mM o H202 0,78 mM,
y LF (4 volumenes diferentes comprendidos entre 20 y 40 ul). El blanco lleva H2O
milliQ. La reaccién se inicia al anadir el sustrato (HPC o H202). Se registra la
absorbancia (Abs) a una longitud de onda de 340 nm cada 60 s durante 15 min
a una temperatura de 30 °C. El ensayo para cada actividad GPx se realiza por

duplicado.

Se representan las pendientes (Abs/tiempo) frente al volumen de LF y se
gjusta la curva a un modelo de regresidn lineal. Se obtiene la actividad
especifica GPx, que corresponde a la pendiente de la ecuacién de la recta,

aplicando el coeficiente de extincidn molar experimental € = 3,065 mM-!,

Los resultados se expresaron como nmol/min/mlde LF.
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3.10 ACTIVIDAD GLUTATION S-TRANSFERASA (GST)

El enzima cataliza la conjugacién de GSH con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB). La reaccién se produce por una sustitucion nucledfila en la que el GSH
(nucledfilo) sustituye al cloro del CDNB (grupo saliente) para dar lugar a un

compuesto coloreado (conjugado de glutatién, GS-DNB) (Fig. 3.7).

NO,
Cl @
o NO
0 9 9 2 GST
e W T Il“lI ‘|\ + —— OzN
HO | ~ H N O N
NH, o] N 0 o ” OI
2 HO/’;\‘ _i__/ ~ '/;"'N" L ’\OH
NH, S
GSH CDNB GS-DNB
A=340nm

Figura 3.7. Reaccion catalizada por glutatiéon S-fransferasa a partir de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB).

La actividad GST se mide espectrofométricamente, segun una adaptacion
del método de Habig y cols. (1974).

El ensayo se lleva a cabo a 30 °C en un volumen final de 250 ul. La mezcla
de reaccion contiene tampdn fosfato potdsico 80 mM, pH=6,5, Na2EDTA 1 mM,
GSH 2 mM, CDNB 2 mM y 25 ul de LF o H2O milliQ en el caso del blanco.

La reaccion se desencadena al anadir el sustrato (CDNB). Se registra la
absorbancia del GS-DNB a una longitud de onda de 340 nm cada 50 s durante
9 min. El aumento de la absorbancia es directamente proporcional a la
actividad GST en la muestra. La actividad se calcula aplicando el coeficiente
de extincién molar experimental del GS-DNB €=9,6 mM-'. El ensayo se realiza por

friplicado.
Los resultados se expresan como nmol/min/ml de LF.

El coeficiente de variacion intra- e interensayo para este método fue 1,7 y

2,3 respectivamente.
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3.11 ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

SOD cataliza la reaccién de eliminacién del radical anidn superdxido (O2)
mediante su transformacién en H202, el cual puede ser destruido a su vez por las

actividades catalasa o glutatién peroxidasa.

La actividad SOD se determina por colorimetria mediante la utilizaciéon de un
Kit enzimdtico (SOD determination Kit, Sigma-Aldrich, Buchs, Suiza), basado en el
método de Zhou y cols. (2006). En este método se genera Oz por el sistema
xantina/xantina oxidasa (XOD). El Oz reacciona con el reactivo WST, formando
un compuesto formazdn (WST-formazdn) coloreado, que se detecta a una
longitud de onda de 450 nm (Fig. 3.8). SOD compite con el WST por el Oz, de
forma que disminuye la formacién del producto coloreado formazdn. Asi,
mediante este ensayo de competicidn se determina indirectamente la
actividad SOD.

A=540 nm
WST-formazan WST

SOD

02 02' ﬁ H202
ol s

> Acido Urico
XOD

Xantina

Figura 3.8. Reacciones acopladas para la determinacién de la actividad SOD

El ensayo se adaptd a placas de 96 pocillos en un volumen final de 275 ul
siguiendo las instrucciones del fabricante. En cada experimento se ensayan
diferentes cantidades de LF (5-40 pl), por duplicado, utilizdndose H20 milliQ
como blanco. El aumento de la absorbancia se determina cada 60 s durante

12 min a 37 °C. Para cada cantidad de LF se representa la absorbancia frente
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al tiempo. De las grdficas se calcula la pendiente de la curva y el porcentaje
de inhibicién respecto a un conftrol sin LF. Para calcular el IC50 (cantidad de LF
necesaria para inhibir un 50 % la formacion de WST-formazdn) se representa el %
de inhibicién frente a la cantidad de LF, gjustdndose las grdficas a curvas
semilogaritmicas utilizando el programa GraphPad Prism 4 para Windows (San
Diego, CA, USA)(Fig. 3.9).

En cada experimento se construye una recta patrén con SOD comercial
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU) de concentraciones crecientes de (0,01-10

U/ml) para fransformar el valor IC50 en unidades de SOD.

1001 100-

C 75 C 751
0 e
A A
..{_2 50 ..{_2 50
£ £
£ £
x 251 x 251

0 T T T T T ' T T T 1 0

-1.8 -1.6 -1.2 -0.8 0.4 0.0

SOD (log V) plde LF

Figura 3.9. Ejemplo de la curva de inhibicién preparada con SOD comercial para expresar los
resultados de SOD como unidades/ml de LF.

Los resultados se expresan como U de SOD U/ml de LF. Una unidad de
actividad SOD se define como la cantidad de enzima en la muestra que
provoca un 50 % de inhibicién (IC50) de la velocidad de formacién del WST-

formazdn (McCord y Fridovich, 1969).
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3.12 PON1 ARILESTERASA

La actividad arilesterasa se determina segin el método de Brophy y cols.
(2001). EI método utiliza como sustrato fenilacetato. El enzima cataliza la
hidrdlisis del éster aromdtico generando fenol, compuesto que se determina

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 270 nm (Fig. 3.10).

OH
0._ _~CHs
R & i
/ H3C
Fenilacetato Fenol
A=270 nm

Figura 3.10. Hidrdlisis de fenilacetato catalizada por arilesterasa.

Se registra la aparicién del producto durante 10 min cada 50 s. El ensayo se
realiza a una temperatura de 30 °C en un volumen final de 200 pl conteniendo
tampon Tris-HCI 6 mM, pH=8,0, CaClz 0,66 mM, fenilacetato 12 mMy 0,2 ul de LF.
Se ufiliza H20 milliQ como blanco de la reaccién. La reaccién se desencadena

al anadir el sustrato (fenilacetato). El ensayo se realiza por triplicado.

El aumento de la absorbancia es directamente proporcional a la actividad
arilesterasa en la muestra. Esta se calcula aplicando el coeficiente de extincién

molar experimental del fenol €=0,8197 mM-1.
Los resultados se expresan como pmol/min/ml de LF.

El coeficiente de variacién intra- e interensayo para este método fue 2,3 y

5,1 respectivamente.

3.13 PON1 PARAOXONASA

La actividad arilesterasa se determina segun el método de Furlong y cols.

(1989), utilizando como sustrato el compuesto organofosforado paraoxdn. El

8¢9



Materiales y métodos UPV EHU

enzima hidroliza el paraoxdn a p-nitrofenol, compuesto que se determina
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 405 nm (Fig. 3.11). Se
mide la acftividad paraoxonasa en dos condiciones: basal (sin NaCl) vy

estimulada (con NaCl).

NOz CoHs
0zN o
\ + “xp / 2115
o / o
~¢_ ) CHs °
O// o OH
] P-nitrofenol
Paraoxon L= 405 nm

Figura 3.11. Hidrdlisis de paraoxén catalizada por paraoxonasa.

La reaccidn transcurre en tampdn Tris-HCI 106,9 mM, CaClz 1,07 mM, pH 8,5
para la actividad basal y en presencia de NaCl 2,14 mM para la actividad
estimulada, ambas en presencia de paraoxdén 3 mM. Se realiza en un volumen
final de 200 ul de los cuales 5 ul corresponden a LF. El blanco contfiene H2O
milliQ en lugar de LF. La reaccidn se inicia ahadiendo el sustrato (paraoxén) y se
monitoriza la aparicion del producto cada 52 s durante 12 min, a una

temperatura de 30 °C. El ensayo se realiza por friplicado.

El aumento de la absorbancia es directamente proporcional a la actividad
paraoxonasa en la muestra. Esta se calcula aplicando el coeficiente de
extincién molar experimental del p-nitrofenol €=10,104 mM-! para la actividad

basaly 9,514 mM-! para la actividad estimulada.
Los resultados se expresan como nmol/min/ml de LF.

El coeficiente de variacion intra- e interensayo para este método fue 2,9 vy

5.4 respectivamente.
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3.14 PON2 METILPARAOXONASA

La actividad metilparaoxonasa se determina ufilizando como sustrato
metilparaoxdn, que es hidrolizado a p-nitrofenol, compuesto que se determina

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 405 nm (Fig. 3.12).

NOz CH3
02N \o
2 -
SRR b ol o
\ . N /P\\o/
\\ s /o o
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J o OH
d p-Nitrofenol
Metilparaoxdn A =405 nm

Figura 3.12. Hidrélisis de metilparaoxén catalizada por metilparaoxonasa.

Al igual que para la actividad paraoxonasa, se determina la actividad
metfilparaoxonasa en dos condiciones: basal (sin NaCl) y estimulada (con
NaCl). El procedimiento es el mismo que el descrito para determinar la

actividad paraoxonasa.

El coeficiente de variaciéon intra- e interensayo para este método fue 3,0 y

5,2 respectivamente.

3.15 PON3 SIMVASTATINASA

La actividad PON3 simvastatinasa se lleva a cabo de acuerdo con el
método descrito por Suchocka y cols.(2006) con modificaciones para adaptar
el método a muestras de LF. El método mide la actividad lactonasa ufilizando
como sustrato la lactona de simvastatina (SVL). PON3 convierte la lactona de
simvastatina en su forma dcida (B.o-dihidroxidcido de simvastatina, SVA) (Fig.
3.13). Tanto el sustrato (SVL) como el producto (SVA) de la reaccién se
identifican mediante HPLC de fase reversa con deteccion UV, cuantificdndose

el producto de la reaccién (SVA).
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Simvastatinasa

Simvastatinalactona Simvastatina dcida
(SVL) (SVA)

Figura 3.13. Hidrdlisis de SVL catalizada por PON3 para dar lugar a SVA.

Primeramente se establecieron las condiciones éptimas para adaptar el
método a muestras de LF, como se describe a contfinuacion. La mezcla de
reaccion contiene tampdn Tris-HCI 20 mM, CaClz 3 mM, pH 7,6. A cada tubo de
ensayo se anaden 320 ul del tampdn y 30 ul de una disolucién de LF diluida 1/10
en agua (400 ul de volumen final). La mezcla se preincuba a 37 °C durante 10
min y la reaccién enzimdtica se inicia al adicionar 50 uyl de sustrato (0,2 mg
SVL/ml). El sustrato se prepara diariamente a partir de una disolucién madre en
dimetilsulfoxido (10 mg/ml) que se mantiene congelada hasta el dia del ensayo.
Después de 30 min, la reaccion se detiene mediante la desproteinizacién por la
adicion de 400 ul de acetonitrilo acidificado frio. Los tubos se agitan en vortex
durante 5 s y se mantienen en hielo durante 5 min. El liquido se transfiere a un
tubo Eppendorf, se centrifuga durante 10 min a 13.000 x g a 4 °C y el

sobrenadante se infroduce en un vial de HPLC.

El andlisis por HPLC de SVL y SVA se lleva a cabo utilizando un cromatégrafo
Kontron. La deteccidon de los picos de SVL y SVA se realiza a 239 nm. Se
inyectan 30 pl del sobrenadante anterior y la separacion se realiza en una
columna de fase reversa (Kromasil 100 C18 250 x 4,6 mm, particulas de 5 um)
por elucidn isocratica con acetonitrilo/tampdn fosfato potdsico 30 mM, pH 4,5
(70:30, v/v) como fase modvil, a una velocidad de 1 ml/min y a temperatura
ambiente. En estas condiciones el sustrato de la reaccién se separa claramente
del producto en un Unico corrido. Los picos estdn bien resueltos, sin ninguna

molécula que pueda interferir (Fig. 3.14). Los picos integrados y sus alturas se
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transforman en la cantidad de producto generado por comparacion con una
curva de calibrado realizada con patrones comerciales de SVLy SVA (Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI). La curva de calibrado se realiza con
disoluciones de SVA en metanol (0,25-7 ug/ml). La curva de calibraciéon se
realiza representando el drea y la altura de los picos frente a la cantidad de

SVA intfroducida en la columna.
La actividad PON3 se expresa como nmol/min/ml.

El coeficiente de variaciéon intra- e interensayo para este método fue 6,4 y

8,6 respectivamente

Figura 3.14. Cromatograma representativo de la determinacién de SVL.
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3.16 CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS PON1, PON2
Y PON3

La cuantificacién de las proteinas PON1, PON2 y PON3 en el LF se realizd
mediante transferencia western. Para ello, en primer lugar se opftimizd el

procedimiento.

ENRIQUECIMIENTO DE PROTEINAS MINORITARIAS DEL LF

La presencia de proteinas mayoritarias presentes en la muestra de LF (por
ejemplo, albumina) hace que la deteccidén de las proteinas minoritarias sea
extremmadamente dificil, siendo necesario utilizar una etapa previa para eliminar
las primeras. En el caso de las proteinas PONT y PON3 no fue necesaria esta
etapa comprobdndose que no habia interferencias en su deteccién. Sin
embargo, para identificar PON2 fue necesario este procesamiento previo,

como se describe a contfinuacion.

Las muestras de LF se frataron con un kit comercial ProteoMiner Large
Capacity (Bio-Rad, Alcobendas, Madrid, Espana). El proceso se realizd como se

indica por el fabricante.

Se elimina la disolucidn de almacenamiento de la columna y ésta se lava
dos veces con tampodn fosfato sédico (fampdn de lavado: NaCl 150 mM,
NaH2PO4 10 mM, pH 7.,4). Se anade el LF (1,8 ml) a la columna, que se mantiene
girando durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se lava la
columna dos veces con tampdn de lavado para eliminar el exceso de
proteinas no unidas. Finalmente, las proteinas unidas a los ligandos
hexapéptidos se eluyen mediante la adicion de 200 ul de urea 4 M, CHAPS all

1 %y acido acético al 5 %.
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Figura 3.15. Procedimiento para concentrar proteinas mediante el kit ProteoMiner. La columna elimina
una gran parte de las proteinas mayoritarias en una mezcla compleja, lo que facilita la deteccidn de
biomarcadores de proteinas menos abundantes. La muestra se mezcla con la disolucion de
hexapéptidos unidos a perlas cromatogrdficas que contiene la columna. Las proteinas mayoritarias
saturardn répidamente sus ligandos hexapeptidicos, y el exceso de proteinas pueden ser eliminadas
por lavados, mientras que las proteinas minoritarias seguirdn vinculadas a sus ligandos
concentrdndose en el soporte cromatogrdfico.

+ CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR TRANSFERENCIA WESTERN

Las muestras del LF enriquecidas y no enriquecidas y las proteinas humanas
recombinantes PONT, PON2 y PONS3 se desnaturalizan en tampdn Laemmli (Tris-
HCI 300 mM, glicerol al 50 %, SDS al 10 %, DTT 250 mM, y azul de bromofenol al
0,01 %, pH 6,8) por ebullicién a 95-100 °C durante 5 min.

Los geles de poliacrilamida (12 %) se preparan ufilizando acrilamida/bis-
acrilamida (30:0,8) y una disolucion de persulfato amdnico (PSA) y TEMED como
agentes de polimerizacion. El gel separador se prepara con acrilamida/bis-
acrilamida al 40 % en tampdn Tris-HCI 2 M, pH 8,8, SDS al 0,1 % (p/v), PSA
1.31 mM y TEMED al 0,1 %. El gel concentrador se prepara con acrilamida/bis-
acrilamida al 13,3 % en tampdn Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, SDS al 0,1 % (p/v)., PSA
1,31 mM y TEMED al 0,2 %.
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Las proteinas se separan por electroforesis vertical en condiciones
desnaturalizantes, siendo el tampdn de electroforesis Tris-HClI 25 mM, pH 8,3,
glicina 192 mM y SDS al 0,1 %, y se desarrolla durante aproximadamente 20 min
a 175V para PON1 y 240 min a 100 V para PON2 y PONS. Se utilizan 0,6 ul para
la detecciéon de PONI, 30 ul de la muestra procesada con el Kit comercial

ProteoMiner para la deteccidén de PON2 y 3,2 ul para la deteccion de PONS3.

El proceso de fransferencia en el ensayo de PONI1 se lleva a cabo en
condiciones semisecas en un tampdn de fransferencia Tris-HCI 12,5 mM, pH 8,3,
glicina 96 mM, SDS al 0,05 % y metanol al 10 %. Las proteinas del gel se
transfieren a una membrana Immovilon P (PVDF). El tiempo de transferencia es

1 ha 1l mA/cm?2con una tensidn méxima de 24 V.

Por otfro lado, para el andlisis de PON2 y PON3 las proteinas separadas por
electroforesis se fransfieren a membranas de PVDF en condiciones hiumedas
utilizando tampdn de transferencia Tris-HCI 12,5 mM, pH 8,3, glicina 96 mM, SDS
al 0,05 % y metanol al 20 %. La transferencia transcurre durante 16 horas a 4 °C

con un voltaje constante de 26 V.

Para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos primario y secundario la
membrana se bloquea con tampdn de bloqueo TTBS (Tris-HCI 10 mM, pH 7.5,
NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %) y leche al 5 %, durante 1 h a temperatura
ambiente en agitacion. A continuacion, la membrana se incuba durante toda
la noche a 4 °C con el anticuerpo primario correspondiente diluido en TIBS,
como se indica en la Tabla 3.1. Seguidamente, la membrana se lava fres veces
en TIBS para eliminar el anticuerpo primario residual. Posteriormente, la
membrana se incuba durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo

secundario en TTBS y BSA al 5 %. Por Ultimo, se realizan tres lavados con TTBS.
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Tabla 3.1. Condiciones de incubacién de diferentes anticuerpos anti-PON utilizados en la
transferencia western.

Anticuerpo  Dilucién del Tampén de R Dilucion del
primario anticuerpo dilscién secun dq'r)io anticuerpo
(monoclonal) primario secundario
PONI1 Anti-IgG
(Rat IG2A, , raf, R&D '
R&D System, 7:7000  TTBS +2%leche  System, 3:1000
Abingdon, UK) Amengon,
PON2 Anti-IgG
(RatIG2A, . rat, R&D '
R&D System, 67000 TIBS+2%leche  System, 3:1000
Abingdon, UK) Abmlngdon,
PON3 Anti-IgG
(RatIG2A, . rat, R&D '
R&D System, 67000 TIBS+2%leche  System, 3:1000
Abingdon, UK) Abméngon,

Para el proceso de revelado se ufiliza reactivo de luminol ECL Clarity™
Western Blot (Bio-Rad,Hercules, California, EEUU), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las membranas se sumergen en ECL y se incuban durante 5 min a
temperatura ambiente. La membrana se digitaliza por escdner c-Digit Li-Cor

blot (Bonsai advanced technologies S.L., Madrid, Espanal).

Se determina la densidad oéptica de las bandas obtenidas mediante
densitometria empleando el softwer Image Studio Lite (Bonsai advanced
technologies S.L., Madrid, Espana). Las proteinas se cuantifican utilizando rectas
patrones elaboradas con proteinas humanas recombinantes PONT (5-20
ng/calle), PON2 (0,5-5 ng/calle, ambas proteinas PON1 y PON2 de ProsPec-
Tany TechnoGene Lid., Ness Ziona, Israel) y PON3 (0,75-7,5 ng/calle,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU).

3.17 MODIFICACIONES OXIDATIVAS DE PROTEINAS

Para el estudio de la modificaciones oxidativas de proteinas, se
determinaron en las muestras de LF las concentraciones de los siguientes

marcadores: semialdehido glutdmico (GSA), semialdehido aminoadipico
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(AASA), carboximetil-lisina  (CML) y carboxietil-lisina  (CEL) mediante
cromatografia de gases acoplada a deteccidn por espectrometria de masas
con monitorizacion selectiva de iones (SIM-GC/MS), segin un procedimiento

experimental basado en el descrito por Requena y cols. (2001).

Tras la preparacion de la muestra, como se describe a continuacién, los
metabolitos resultantes se analizan mediante SIM-GC/MS en columna capilar
HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Fig. 3.16).

Iman
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Recipiente de eluyente Columna cromatogréfica

Figura 3.16. Esquema de cromatégrafo de gases acoplado a espectrometro de masas.

Con el fin de evitar la peroxidacién lipidica en las muestras a consecuencia
de las altas femperaturas que se utilizan en determinados momentos del
ensayo, se readliza en primer lugar una deslipidacién de la muestra con
cloroformo/metanol/H20  (2:1:1, v/v/v). A continuacién, se precipitan las
proteinas presentes con dcido tricloroacético al 10% y se procede durante toda
la noche a la reduccion de los grupos carbonilo de las proteinas con NaBH4
0,5 M, pH=9,2 (el borohidruro sédico no reduce amidas, ésteres, o dcidos
carboxilicos) (figura 3.18). Estos grupos carbonilo poseen una gran reactividad
en condiciones de estrés y en presencia de radicales libres, por lo que se deben

estabilizar para la consecucién del ensayo.
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A continuacién, las proteinas previamente reducidas se someten a hidrdlisis
dcida con HCI 6 N durante 30 min a 155 °C y en presencia de los patrones

internos deuterados.

Como consecuencia de los procesos de reduccidén e hidrdlisis dcida, los
aminodcidos modificados oxidativamente in vivo se liberan como d&cido
6-hidroxi-2-aminovalérico (HAVA) y dcido 5-hidroxi-2-aminocaproico (HACA),
que corresponden a los semialdehidos glutdmico y aminoadipico,

respectivamente (Fig. 3.17).

GSA AASA
. it 1.
v_NlHj—CONHR, - CONHR,
COR; (I:OR2

l'BH,, 1'BH4
H
]—comm,
NH H CONHR,
HN

COR, |
COR,
HCI
lHCI
NH, NH,
HO\/\/J\ \ O/\/\/l\
COOH H ‘COOH
HAVA HACA

Figura 3.17. Formacion de los productos de reduccion HAVA y HACA a partir de GSA y
AASA.

Los marcadores de glicoxidacion vy lipoperoxidacion, CEL y CML, no sufren

reduccidén alguna vy se liberan sin modificacién tras la hidrdlisis dcida (Fig. 3.18).

CML CEL
NH, o] NH,
HO\H/\NHr\/\/,\n,O“ HOJK/\NH/\/\/'\H/OH
o \ i | l o J
| |
Lisina Lisina

Figura 3.18. Estructura de los marcadores CEL y CML.

Una vez hidrolizada, la muestra se evapora hasta sequedad en
concentrador evaporador y se guarda a -80 °C durante toda la noche. Al dia

siguiente se procede a la derivatizacion de la muestra, que consiste en
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preparar los ésteres metilicos N,O-trifluoroacetilados mediante el método
descrito por Knecht y cols.(1991). Para ello, en una primera etapa se lleva a
cabo la esterificacion de los aminodcidos mediante la adicion a la muestra de
1 ml de cloruro de acetilo al 6,5 % en metanol e incubacion a 65 °C durante 30

min.

La reaccién de esterificacion tiene lugar en medio dcido y el mecanismo
quimico consta de tres pasos: A) protonacion del éster, B) adicidon nucleofilica
del agua al carbonilo y C) equilibrio dcido-base, hasta dar lugar al anién

metdxido.

El anién metdxido va a incorporarse en los aminodcidos de la muestra,
quedando los marcadores de dano oxidativo a determinar en este ensayo en

la forma que se muestra en la figura 3.19.

o 9 9 g
CH;-O{C-CH-NH, || CHy-O|C-CH-NH, | CH;-O{C-CH;NH [ CH,-O{C-CH-NH
CH, CH, CH, CH,
CH, CH, CH, CH,
CH, CH, CH, CH,
o CH Gch G Gt
j OH  |CHyO{C-CH-NH,  [CHy-OlC-CH-NH,
HAVA HACA CML § CEL

Figura 3.19. Aminodcidos marcadores de daio oxidativo esterificados.

Una vez transcurrido el tiempo de la reaccion se evaporan las muestras

hasta sequedad en el concentrador-evaporador.

La segunda etapa de la derivatizaciéon consiste en la fluoracién de los
aminodcidos previamente metilados. Con este fin se anade 1 ml de anhidrido
trifluoroacético a la muestra previamente secada y se deja que transcurra la
reaccion durante una hora a temperatura ambiente (Fig 3.20). Posteriormente,

la muestra vuelve a evaporarse hasta sequedad en concentrador-evaporador.
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o o | o o
1l 1} : 1l 1]
[CH,-0]C-CH-NH|C-CF;|  [CH,-O]C-CH-NH[C-CF,

<|:H2 i <.:H2
CH, ; CH,
CH2 ; CHZ
1] i [e)
F3C'C'o i n CI:HZ
F,C-C{O
,,,,,,,,,, HAVA ¢+ HACA
Q ? i Q CHs [0
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O CH, O CcH, |[©O
|| ] n 1
| CH;-O-C-CH-NH|C-CF, | CH3-O|-C-CH-NH C-CF,
CML 3 CEL

Figura 3.20. Aminodcidos marcadores de dafio oxidativo completamente derivatizados.

Las muestras derivatizadas se resuspenden en diclorometano y se frasvasan
a los viales de cromatografia de gases para su posterior inyeccién en el
cromatégrafo. Se inyectan 2 ul de muestra, en modo sin division, en la cdmara
de vaporizacién que se mantiene a una temperatura de 250 °C. El gas portador
(helio) se mantiene durante todo el proceso a un flujo constante de 1 ml/min.
Los componentes de la muestra se separan cromatogrdficamente aplicando el
siguiente programa de temperaturas: temperatura de inyeccién 60 °C, que se
mantiene durante 5 min; se aplica una rampa de temperatura de 2 °C/min
hasta alcanzar los 150 °C, tras lo cual se incrementa esta rampa a 5 °C/min
hasta alcanzar los 240 °C; finalmente se aplica una tercera rampa de 15 °C/min
hasta alcanzar los 300 °C, manteniéndose en este estado durante 5 min. La

duracion total del cromatograma es de 77 min.

Finalmente, la cuantificacién se realiza mediante estandarizacién externa,
ufilizando curvas patrones construidas a partir de la mezcla de pafrones
deuterados y no deuterados. La deteccidn y cuantificacién de los distintos
andlitos se lleva a cabo mediante la monitorizacion selectiva de iones

especificos utilizdndose los iones caracteristicos de la fragmentacién de cada
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uno de los compuestos y de sus homodlogos deuterados que se muestran en la

Fig. 3.21.

Las cantidades de los productos detectados se expresan como micromoles

por mol de lisina.

'9:--->280 i
CH;-0:CiCH-NH-CiCF;

’,—‘ CH2 :___> 49

L’ 1
307 CH,
:9 o> 164
F3CE'C'0
69 €---2
HAVA

.____>294

i n:
CH;-0iC:CH-NH-CiCF,
L4 CH, ===>69

g
CH;-0:C-CH-NH-C-CF,
392 €=====t

CML

Figura 3.21. Fragmentacion de los biomarcadores derivatizados analizados.
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3.18 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los datos se empled el paquete estadistico IBM-
SPSS Statistics 20.0, ordenando previamente los resultados en tablas
confeccionadas con el programa Excel. Los datos se expresaron como la

media = el error estdndar (EE) de la media.

Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para comprobar si las variables
numeéricas seguian una distribucién normal. Para las variables numéricas cuya
distribucién no fue normal se compararon las medias utilizando la U de Mann-
Whithey para datos independientes (Donantes vs Pacientes) y el test de
Wilcoxon para datos pareados (foliculos grandes vs foliculos pequenos). Por el
confrario, cuando los datos se ajustaron a una distribucion normal se realizaron
las comparaciones entfre las medias utilizando la prueba t de Student de dos
colas para muestras independientes y muestras pareadas. Se utilizaron las

pruebas de Chi-cuadrado para la asociacion entre dos variables categdricas.

Las correlaciones lineales se analizaron mediante el cdiculo del coeficiente
de correlacion de Pearson o Spearman dependiendo de si la distribucion era
normal o no. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos

cuando el valor de p fue menor a 0,05 (p<0,05, significacién bilateral).
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4. RESULTADOS

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio estd compuesta por 193 mujeres distribuidas en dos
grupos: mujeres donantes de ovulos con al menos un recién nacido vivo
(Donantes) (N=86); y mujeres con problemas de fertilidad (Pacientes) (N=107).

Todas las mujeres se sometieron a un ciclo de estimulacién ovdrica controlada.

En la Tabla 4.1 se muestran las principales caracteristicas de las mujeres

participantes en el estudio, asi como las principales causas de infertilidad.

Tabla 4.1. Descripcién de la poblacién de estudio.

Media * DE (rango)

DONANTES PACIENTES

Edad mujer (ahos) 27,6 £4,0 (19,0 -35,0) 37,7 £3,9 (28,0 — 46,0)***
IMC (Kg/m2) 232+26(188-29.4) 228+19 (19,2-27.7)
Fumadora 34,1% 24,3%
Causa de infertilidad

- Factor genético 6,9%

- Factor tubdrico 49%

- Aborto de repeticién 9.8%

- Desconocido, baja 78,4%

respuesta, edad,

dafo iatrogénico

***%5<0,001, significativamente diferente entre Donantes y Pacientes.

Se pueden apreciar diferencias significativas en cuanto a la edad media
enfre ambas poblaciones, siendo la edad de las mujeres con problemas de
fertilidad mayor que en el grupo de Donantes. Respecto al IMC y al hdbito

tabdquico, no hay diferencias significativas entre ambos grupos.

Entre las pacientes la etfiologia de la infertilidad incluye abortos de repeticion

(9.8%), factor tubdrico (4.9%) y factor genético (6.9%). La infertiidad de causa
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desconocida, por baja respuesta, edad avanzada o por dano iatrogénico es
del 78.4%. Un 58% de los casos mostraron algun fipo de infertilidad masculina en

combinacién con otfras causas.

4.2 PARAMETROS DE FERTILIDAD

Tras un ciclo de estimulacién ovdrica se recogieron ovocitos, que fueron
fertilizados in vitro mediante inyeccién intracitoplasmdtica (ICSI) o mixta
(FIVTE/ICSI). A continuacion se describen los siguientes pardmetros de fertilidad
a) para ambos grupos, Donantes y Pacientes: nUmero de ovocitos totales y
maduros, nimero de foliculos antrales y tasa de fertilizacion, y b) para las

Pacientes: tasa de implantacién y % de ciclos productivos.

Tabla 4.2. Pardmetros de fertilidad tras un ciclo de estimulacidén ovdrica.

Media * DE
DONANTES PACIENTES

N° Foliculos antrales 19.4+7,0 14,5 + 8, 4%
N° Ovocitos totales 18,0+0,7 11,9 £0,6*
N° Ovocitos maduros 151%0,6 9,5+0,5%*
% Ovocitos maduros 84,6 +1,6 82,1+1,5
Tasa de fertilizacion 770£1,0 71724
Tasa de implantacién

1 embrién 21.1%

2 embriones 19.7%
Obtencién de embarazo

NO 52,9%

si 47.1%

***5<0,001, significativamente diferente entre Donantes y Pacientes.

El nUmero de foliculos antrales, de ovocitos totales y de ovocitos que se
encuentran en metafase Il es significativamente mayor en el grupo de
Donantes que en el de Pacientes. Sin embargo, el porcentaje de ovocitos
maduros no varié. En cuanto a la tasa de fertilizacién, no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre ambas poblaciones. La obtencién de
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embarazo tras un ciclo FIV/ICSI con transferencia embrionaria fue préxima al
50%.

4.3 COMPOSICION DEL LIQUIDO FOLICULAR

A continuacion se describen los pardmetros biogquimicos y el estado
antioxidante general del liquido folicular (LF) obtenido tras la puncién folicular.
Se ha utilizado el LF de foliculos grandes procedentes tanto de mujeres

Donantes como de Pacientes (poblacion total).

4.3.1 Paradmetros bioquimicos del liquido folicular

En la Tabla 4.3 se muestran los valores de los pardmetros bioquimicos:
albumina, dcido Urico, apo-Al, colesterol total, glucosa, HDLc, proteinas totales
y triglicéridos.

Tabla 4.3. Pardmetros bioquimicas del LF

Media * EE
AlbUmina (g/1) 36,4+0,5
Acido Urico (mg/dl) 38+0,1
Apo-Al (mg/dl) 120,9 £ 4,2
Colesterol total (mg/dl) 31,7+£1,3
Glucosa (mg/dl) 50,114
HDLc (mg/dl) 28,6+ 1,2
Proteinas totales (g/1) 548+ 1,0
Triglicéridos (mg/dl) 11,0+£0,6

El andlisis bioguimico muestra valores similares a los descritos en bibliografia

para el liquido folicular (Valckx y cols., 2012).
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4.3.2 Estado antioxidante del liquido folicular

En la Tabla 4.4 se muestra la actividad antioxidante total determinada por
dos métodos diferentes (TAC y ORAC), las concentraciones de a-tocoferol, y-
tocoferol, y NO, asi como las siguientes actividades enzimdticas: catalasa , GPx
total y dependiente de Se, GST, SOD y de las proteinas de la familia de las
paraoxonasas: arilesterasa, paraoxonasa basal (-) y estimulada  (+),

metilparaoxonasa basal (-) y estimulada (+) y simvastatinasa.

Tabla 4.4. Estado antioxidante del LF.

Media * EE
TAC (mM Trolox) 2,2%0,0
ORAC (mM Trolox) 11,8+£0,2
a-Tocoferol (uM) 4,5%0,1
v-Tocoferol (M) 0,28 £0,02
NO (uM) 63.7%2,0
Catalasa (umol/min/ml) 36,9+1,4
GPx total (nmol/min/ml) 53,0+1,7
GPx-Se (nmol/min/ml) 44,7 £ 1,4
GST (nmol/min/ml) 40,3+£1,6
SOD (U/ml) 128+0,5
Arilesterasa (umol/min/ml) 116,7 £2,6
Paraoxonasa (-) (nmol/min/ml) 120,3+5,3
Paraoxonasa (+) (nmol/min/mil) 346,3+17,5
Metilparaoxonasa (-) (nmol/min/ml) 70,2+2.8
Metilparaoxonasa (+) (nmol/min/ml) 130,92+ 5,5
Simvastatinasa (nmol/min/ml) 143+04

Se observa que el LF muestra una capacidad antioxidante que es 5 veces
superior cuando se determina por el método ORAC frente a la capacidad de

decoloracién del radical ABTS*. Respecto a la concentracidon de vitamina E, los
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niveles de a-tocoferol son mayores (15 veces) a los de y-tocoferol, y representan

el 94% de la concentraciédn de la vitamina E en el LF.

De todas las actividades enzimdticas analizadas la mdas eficaz es la actividad
arilesterasa, seguida de la actividad catalasa. Estas actividades se expresan en
micromoles por minuto y ml, mientras que el resto de actividades enzimdticas se
expresan en nanomoles por minuto y ml. En el caso de las actividades
paraoxonasas, la presencia de sales de NaCl aumenta 2 veces las actividades

basales paraoxonasa y metilparaoxonasa.

4.4 ANALISIS DEL LIQUIDO FOLICULAR EN F,UNCI(')N DEL
TAMANO FOLICULAR Y DE LA POBLACION

Tras la estimulacién ovdrica se obtuvo por puncién folicular LF procedente
de 2 foliculos contralaterales de cada tamano (2 pequenos y 2 grandes) para
una misma mujer. Se analizd la composicidn bioguimica y el estado
antioxidante del LF de ambos foliculos para los dos grupos objeto de estudio

(Donantes y Pacientes).

4.4.1 Paradmetros bioquimicos

En la Tabla 4.5 se describen los pardmetros bioguimicos del LF en funcién del

tamano del foliculo y del grupo de procedencia.

En ambas poblaciones se observa que la concentracién de d&cido Urico es
mayor en el LF de foliculos grandes. Ademds, en el grupo de Pacientes se
observan mayores concentraciones de albumina, apo-Al, HDLc y proteinas
totales en el LF procedente de foliculos grandes. Estas diferencias no se

observan en Donantes.

Para un mismo tamano folicular la concentracion de apo-Al y de glucosa es

mayor en la poblacién de Donantes que en la de Pacientes.
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Tabla 4.5. Pardmetros bioquimicos del LF de foliculos pequeiios y grandes en Donantes y

Pacientes.
DONANTES PACIENTES
Media * EE Media * EE
Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos
Pequenos Grandes Pequenos Grandes
Albdmina (g/1) 31,9+£22 36,6 £0,6 28,4+2,2 36,6 £1,1*
Acido Grico (mg/dI) 34+0,2 38+£0,1* 30x03 38%0,2*
Apo-Al (mg/dl) 1150+ 11,2 1298+ 6,1 848+ 6,5 112,2+53*
Colesterol total
(mg/dl) 33,2+ 4,0 32,4+18 26,024 31,1£20
Glucosa (mg/dl) 61,0 £ 3,7## 60,4 + 2, 5### 49,7+ 3,8 52,4+ 4,7
HDLc (mg/dl) 29,334 291 %x1,7 21,8+ 2,1 28,1 +£1,8*
Proteinas (g/1) 492+3,5 55,6 £0,9 43,8+29 55,1 £1,8*
Triglicéridos (mg/dl) 14,4+ 2,0 10,9 +0,7 120+1,2 11,0+£0,9

Dentro de una misma fila: *p<0,05, para distinto tamafo folicular dentro de una misma
poblacién; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001, para el mismo tamano folicular entre poblaciones
diferentes.

4.4.2 Actividad antioxidante total (TAC y ORAC)

Como se ha comentado anteriormente, la actividad antioxidante total se
determind mediante el método TAC (ensayo de decoloracién del radical ABTS*)

y el método ORAC (capacidad de absorcién de radicales de oxigeno).

Respecto al tamano folicular, en la poblacidon de Donantes se observa que
la actividad antioxidante total (TAC y ORAC) es mayor en el LF de foliculos
grandes que en el de los pequenos. Sin embargo, no se observan diferencias en

el grupo de pacientes (FIg. 4.1).

Con respecto al grupo, TAC es significativamente mayor en mujeres
Donantes que en Pacientes en el caso de los foliculos grandes, no

encontradndose diferencias significativas para ORAC (FIg. 4.1)..
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TAC ORAC

mM Trolox
»
mM Trolox

Pequefios Grandes Pequefios Grandes Pequefios Grandes Pequefios Grandes

DONANTES PACIENTES DONANTES PACIENTES
Figura 4.1. TAC y ORAC. Los valores se expresan como la media + EE. *p<0,05, significativamente

diferente entre foliculos pequenos y grandes para un mismo grupo poblacional; #p<0,05,
significativamente diferente entre Donantes y Pacientes.

4.4.3 Vitamina E

Se determind la concentracidon de o y y-tocoferol en el LF mediante

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en fase reversa.

a-tocoferol y-tocoferol
8- 0.5-
6
2 4.
= 4
24
0
Pequerios Grandes Pequerios Grandes Pequefios Grandes Pequefios Grandes
DONANTES PACIENTES DONANTES PACIENTES

Figura 4.2. Concentracion de a-tocoferol y y-tocoferol. Los valores se expresan como la media + EE.
#p<0,05; ##p<0,01, significativamente diferente entre Donantes y Pacientes para foliculos de igual

tamano.
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Las concentraciones de a-tocoferol y y-tocoferol no varian en funcién del
tamano folicular para ninguno de los dos grupos poblacionales (figuras 4.2). Por
otra parte, cabe destacar que la concentracién de a-tocoferol en Pacientes es
mayor que en Donantes, independientemente del tamano del foliculo. Esta

diferencia no se observa para el y-tocoferol.

4.4.4 Oxido nitrico

Se determind la concentracion de NO en el LF mediante el método de

Griess.

Oxido nitrico
100-

80+

- T
Pequefios Grandes

DONANTES PACIENTES

Figura 4.3. Concentracién de NO. Los valores se expresan como la media + EE.

L
Pequefos Grandes

*p<0,05, significativamente diferente entre foliculos pequefios y grandes para un
mismo grupo poblacional (Donantes o Pacientes).

Se observa un incremento de la concentracion de NO en el LF al aumentar
el tamano del foliculo en ambos grupos. Para un mismo tamano folicular no se
observan diferencias de la concentracién de NO en funcién del grupo

poblacional.
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4.4.5 Superoxido dismutasa

Los resultados obtenidos del andilisis de la actividad SOD muestran que no
existen diferencias en funcién del tamano del foliculo ni del grupo poblacional
(figura 4.4).

SOD

50+

40-

U/ml

20{ |

Pequleﬁos Grarl1des Pequleﬁos Grarl1des
DONANTES PACIENTES

Figura 4.4. Actividad SOD. Se muestran la mediana, los percentiles 25 y 75, y los
valores extremos.

4.4.6 Catalasa

La actividad catalasa mostrd valores claramente superiores a los de otras

actividades enzimdticas determinadas (GPx, Se-GPx, y PONs).

Como se observa en la figura 4.5, la acftividad catalasa no varia

dependiendo del tamano del foliculo ni del grupo del que procede la muestra.
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Catalasa
200+
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Pequefos Grandes Pequefos Grandes
DONANTES PACIENTES

Figura 4.5. Actividad catalasa. Se muestran la mediana, los percentiles 25y 75, y
los valores extremos.

4.4.7 Glutation peroxidasa

Se analizd la actividad GPx, tanto total como dependiente de selenio (Se-
GPx). Para determinar estas dos actividades se utilizaron los sustratos:

hidroperdxido de cumeno (HPC) y perdxido de hidrogeno, respectivamente.

GPx total Se-GPx
2001
L]
__ 150+
£
= .
= * %
£ 1004 : —
o
=
50 2
forro
]
L]
0 L] L] L] L] L] L] L] L]
Pequerios Grandes Pequenios Grandes Pequenios Grandes Pequenios Grandes
DONANTES PACIENTES DONANTES PACIENTES

Figura 4.6. Actividades GPx. Se muestran la mediana, los percentiles 25 y 75, y los valores extremos.

**p<0,01, significativamente diferente entre foliculos pequefios y grandes dentro de un mismo grupo
poblacional (Donantes o Pacientes).
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Unicamente se observan diferencias estadisticamente significativas en la
actividad GPx dependiente de selenio en el grupo de Donantes, siendo la

actividad mayor en foliculos grandes que en pequenos.

4.4.8 Glutation S-transferasa

La figura 4.7 muestra los resultados obtenidos para la actividad GST. Cabe
destacar que, de forma opuesta a lo que hemos encontrado para otras
actividades enzimdticas, la actividad GST disminuye significativamente (p<0,01)
al aumentar el tamano folicular. Estas diferencias fienen lugar tanto en

Donantes como en Pacientes.

Para un mismo tamano folicular la actividad GST no presenta diferencias

entre las mujeres fértiles y subfértiles.

GST
300+
* %
[ —
= * %
£ 200- —r :
= __
£
—
(]
£ (]
<
0 T T _I_ T
Pequefios Grandes Pequefios Grandes
DONANTES PACIENTES

Figura 4.7. Actividad GST. Se muestran la mediana, los percentiles 25 y 75, y los
valores extremos. **p<0,01, significativamente diferente entre foliculos pequefios y
grandes dentro de un mismo grupo poblacional (Donantes o Pacientes).
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4.4.9 Sistema paraoxonasa

* ACTIVIDADES PON1, PON2 Y PON3

Se han detectado en el LF las actividades enzimdticas de las proteinas de la
familia de las paraoxonasas: PONT, PON2 y PONS3. Las paraoxonasas presentan
diferentes actividades in vitro dependiendo del sustrato. En este estudio se han
determinado las acftividades: arilesterasa (utilizando fenilacetato como
sustrato), paraoxonasa (ufilizando paraoxén), metilparaoxonasa (utilizando

metilparaoxdn) y lactonasa (utilizando simvastatina).

Las actividades paraoxonasa y metilparaoxonasa se detectaron en dos

condiciones, basal (-) y estimulada (+), dependiendo de si el ensayo contenia o
no NaCl.

Arilesterasa Paraoxonasa (-) Paraoxonasa (+)
1000-
250+ - L
— .
200 . N 760
= E
- o=
€ 1501 £
£ = 500+ k% Fkk
- Q | —
9 1004 £ . . *
£ c . . .
= 250{ -8 .
50 .
. n m
Pequlehos Gra:wes Peq\:ehos Gra:ujes F'eql.:eﬁos Gra;des Peql.:eﬁos Grall'\das Peql.:eﬁos Grall'\des Peql.:eﬁos Gra:\des
DONANTES PACIENTES DONANTES PACIENTES DONANTES PACIENTES
Metilparaoxonasa (-) Metilparaoxonasa (+) Simvastatinasa
375
40-
#
ok L xxx % 7
E 260 . Hoxk ° = 1 LA *k
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Figura 4.8. Actividades enzimdticas de la familia de PON. Se muestran la mediana, los percentiles 25

y 75, y los valores extremos. ***p<0,001, significativamente diferente entre foliculos pequenos y

grandes denfro de un mismo grupo poblacional (Donantes o Pacientes); #p<0.05, significativamente
diferente entre Donantes y Pacientes para foliculos grandes.
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Es de destacar que todas las actividades enzimdticas analizadas fueron
significativamente mayores (p<0.001) en el LF de foliculos grandes que de
pequenos, tanto en Donantes como en Pacientes (figura 4.9). En el caso de
PONS3, se observa, ademds, que la actividad simvastatinasa del LF de foliculos

grandes es mayor en Donantes (12,3%) que en Pacientes.

DISTRIBUCION DE LOS FENOTIPOS Q192R DE PON1

Diversos estudios han demostrado que el polimorfismo PONT Q192R afecta a
la actividad catalitica de PON1 dependiendo del sustrato. Las isoenzimas Q y R
de PONI hidrolizan fenilacetato con similar eficiencia, mientras que la isoforma
R de alta actividad hidroliza el paraoxén con mayor eficacia que la isoforma Q
de baja actividad. Los genotipos se pueden determinar con los resultados de
las dos actividades de PONT: arilesterasa (sustrato fenilacetato) y paraoxonasa

(sustrato paraoxdn) (Adkins y cols., 1993; Mackness y cols., 1997).

Se analizd la correlacién de las actividades paraoxonasa y arilesterasa para
la poblacidon total. Como se muestra en la figura 4.10 se pueden distinguir tres
grupos bien definidos, que se corresponden con los fres genotipos: QQ
(pendiente minima), QR (pendiente intermedia) y RR (linea de mdxima
pendiente).

1600+
14004
12004
10004
800+
600+

4004

Paraoxonasa (nmol/min/ml)

200+

0 50 100 150 200 250
Arilesterasa (micromol/min/ml)

Figura 4.9. Correlaciones entre las actividades paraoxonasa y arilesterasa.
Se determinaron en foliculos grandes en la poblacién total.

Se representd la distribucion acumulativa de las mujeres frente al cociente

de las actividades paraoxonasa/arilesterasa. Las grdficas revelan la distribucion
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trimodal del fenotipo, asigndndose los genotipos QQ (cociente < 2,0), QR
(cociente 22,0y < 6,0) y RR (cociente = 6,0) (figura 4.11). Las frecuencias de los
genotipos no fueron significativamente diferentes entre Donantes (40.7% QQ,
43,0% QR y 16,3% RR) y Pacientes (44,8% QQ, 43,9% QR y 11,2% RR).
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Figura 4.10. Distribucion genofipica de la poblaciéon de estudio con respecto al cociente
paraoxonasa/arilesterasa.

En la figura 4.11 se muestran las actividades arilesterasa y paraoxonasa en la
poblacion total en funcidn del genoftipo. El polimorfismo presenta  una
marcada influencia en la actividad paraoxonasa, aumentando la actividad
segun el orden QQ<QR<RR. En el caso de la actividad arilesterasa, la
dependencia no es tan clara, existiendo diferencias significativas Unicamente

entre los genotipos QQ y RR. La actividad arilesterasa varié de forma opuesta a
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la actividad paraoxonasa, decreciendo segun el orden QQ>RR. No hubo
diferencias significativas con el polimorfismo QR, si bien se observa una

tendencia de la actividad segin el orden QQ>QR>RR.
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£ 300 —

QQ QR RR QQ QR RR

Figura 4.11. Actividades paraoxonasa y arilesterasa segin el polimorfismo PON1 Q192R. Las
actividades se determinaron en el LF de foliculos grandes de la poblacion total. Se muestran la
mediana, los percentiles 25y 75, y los valores extremos. *p<0.05; ***p<0,001.

A continuacién analizamos los datos comparando las actividades
arilesterasa y paraoxonasa entre Donantes y Pacientes teniendo en cuenta el
polimorfismo PON1T Q192R.

250- Arilesterasa
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Figura 4.12. Actividad arilesterasa segin el polimorfismo PON1 en Donantes y Pacientes. Las
actividades se determinaron en el LF de foliculos grandes. Se muestran la mediana, los percentiles 25
y 75,y los valores extremos.
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Figura 4.13. Actividad de paraoxonasa segun el polimorfismo PONT Q192R en Donantes y Pacientes.
Las actividades se determinaron en el LF de foliculos grandes. Se muestra la mediana, los percentiles
25y 75,y los valores extremos.

Como se puede observar en las figuras 4.12 y 4.13, no hay diferencias
significativas enfre ambos grupos poblacionales para ninguna de las dos

actividades enzimdticas analizadas teniendo en cuenta el polimorfismo Q192R.

DETECCION Y CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS PON1, PON2 Y PON3 EN EL LF

Hemos cuantificado las tres proteinas de la familia PON en el LF mediante
técnicas inmunoqguimicas de fransferencia Western, habiéndose utilizado

anticuerpos frente a las proteinas PONT, PON2 y PONS.

En primer lugar analizamos la especificidad de los anficuerpos anfi-PONT,
anti-PON2 y anti-PON3 frente a las proteinas PONs. Para ello utilizamos las
proteinas humanas recombinantes PONT, PON2 y PON3 expresadas en E. coli,

que fueron adquiridas comercialmente.

El ensayo reveld la presencia de una Unica banda correspondiente a cada
una de las proteinas ensayadas, no existiendo especificidad cruzada (figura
4.14). En el caso de PON3 se observan dos bandas muy préximas entre si, con

un Pm préximo a 45 KDa.
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Figura 4.14. Especificidad de los anticuerpos primarios anti-PON1, anti-PON2 y anti-PON3 para las
distintas proteinas PON. Se cargaron en el gel 30 ng de cada proteina humana recombinante PONT,
PON2 y PON3.

A continuacién establecimos las condiciones dptimas para la cuantificacion
de las proteinas PON1, PON2 y PON3 en el LF. Como se indica en el apartado
Materiales y Métodos, previamente al inmunoandilisis para identificar PON2, se
eliminaron las proteinas mds abundantes del LF mediante el procesamiento de
las muestras con el kit comercial ProteoMiner. Comprobamos que este
tratamiento previo del LF efectivamente disminuia de forma importante la
cantidad de proteinas mayoritarias, entre ellas PON1 y PON3, y permitia

concentrar la proteina PON2, menos abundante.

Para la cuantificacion de las proteinas del sistema PON se construyeron
curvas con concenfraciones crecientes de las distintas paraoxonasas, utilizando

como patrones las proteinas humanas recombinantes PON1, PON2 y PON3.

Proteina Muestras de liquido
recombinante folicular
l |

[ Il )

PON1 — --q..;.._-
Media * SE
PON2— &= = & ’ “m PONT1 (pg/ml) 18509
PON2 (ng/ml) 11,7+£5,7
PONS— e ae PONS (ug/ml) 12+0,1

Figura 4.15. Cuantificacion de las proteinas PON1, PON2 y PON3 en liquido folicular. Las proteinas se
determinaron por fransferencia Western, utilizando curvas de calibrado construidas con los patrones
de las proteinas humanas recombinantes. PON2 se cuantificd después del procesamiento de las
muestras del LF con el kit de enriguecimiento proteico ProteoMiner. Las muestras del LF corresponden
a diferentes mujeres.
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Se detectan bandas correspondientes a las proteinas PON (figura 4.15).
Aungue PONIT, PON2 y PON3 pertenecen a la misma familia de genes, hay
diferencias en su peso molecular. En el caso de PONT1, aparece una banda muy
prominente con un Pm de 45 kDa, mayor que el del patrén (41 kDa); esta
diferencia responde a modificaciones post-fraduccionales extensas que sufre la
proteina in vivo {{217 Marsillach,Judit 2010;}}. La banda de PON2 coincide con
la del patrén (Pm de 42 KDa). En el caso de PON3, la proteina del LF tiene un
Pm de 39 kDa, inferior al del patrén, debido a que la proteina recombinante

tiene una cola adicional de His (His-tag) que le confiere un Pm mayor.

Los resultados revelan que la proteina PONIT es la mds abundante,
halldndose en una concentracidon aproximadamente 15 veces superior a la de
PON3 y 1500 veces mayor que PON2.

CUANTIFICACION DE PON1 Y PON3 EN LF DE DONANTES Y DE PACIENTES

Por ofro lado, estudiamos si habia diferencias de las concentraciones de

PON1 y PON3 en el LF entre Donantes y Pacientes (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Concentraciones de PON1 y PON3 en LF de Donantes y Pacientes.

Media £ SE
DONANTES PACIENTES
PON1 (ug/ml) 19,50 + 1,38 17,80 £ 1,25
PONS3 (ug/ml) 1,04+0,12 1,28 +0,12*

Se muestran las concentraciones en el LF de foliculos grandes. *p<0,05,
significativamente diferente entre Donantes y Pacientes (para la misma fila).

No existen diferencias en la concentracién de PON1 entre el grupo de
Donantes y Pacientes. Sin embargo, la concentracidon de PON3 es mayor en el

LF procedente de Pacientes que de Donantes.
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4.5 ESTUDIO DE CORRELACIONES DE LA COMP,OSICIC')N
Y ESTADO ANTIOXIDANTE DEL LF Y LOS PARAMETROS
DE FERTILIDAD

Se realizé el andlisis estadistico de correlacidén de Pearson o de Spearman
con el fin de estudiar posibles asociaciones entre los pardmetros bioquimicos y
del estado antioxidante del LF con los resultados de fertilidad tras un ciclo de

estimulacién ovdrica en ambos grupos.

Los pardmetros de fertilidad analizados fueron: nimero de foliculos antrales,
nUmero de ovocitos totales y maduros y tasa de fertilizacion. Los pardmetros
bioguimicos analizados se detallan en las Tablas 4.8 y 4.9. En las figuras 4.16 y
4.17 se muestran las curvas de correlacién de aquellas asociaciones que fueron

significativas.

Tabla 4.8. Correlaciones entre pardmetros bioquimicos del LF y de fertilidad en el grupo de

Donantes.
. by b Tasa de
Foliculos Ovocitos Ovocitos fertilizacié
ertilizacion
antrales totales maduros
AlbUmina -0,405 -0,038 -0,344 -0,021
Acido urico -0,233 0,135 0,013 0,003
Apo-Al -0,002 0,369 0,299 -0,019
Colesterol total -0,171 0,128 0,064 -0,189
Glucosa 0,226 0,239 0,082 0,039
HDLc -0,063 0,209 0,145 -0,116
Proteinas totales -0,521* -0,030 -0,200 -0,132
Triglicéridos -0,273 0,013 -0,151 -0,589**

*p<0,05; **p<0,01.
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Figura 4.16. Correlaciones significativas de pardmetros bioquimicos del LF y de fertilidad en el grupo

de Donantes. *p<0,05; **p<0,01.

En el grupo de Donantes todas las correlaciones estadisticamente
significativas encontradas fueron negativas. Se correlacionan el nUmero de
foliculos antrales con la concentracidn de proteinas totales, y la tasa de

fertilizacidon con las concentraciones y triglicéridos.

Tabla 4.9. Correlaciones de pardmetros bioquimicos del LF y de fertilidad en el grupo de

Pacientes.
N° N° N° Tasa de

Foliculos Ovocitos Ovocitos fertilizacién

antrales totales maduros
AlbUmina 0,119 0,192 0,104 -0,301
Acido Urico 0,232 0,250 0,289 -0,232
Apo-Al 0,128 0,031 0,064 -0,015
Colesterol total 0,099 0,019 0,046 0,104
Glucosa 0,114 0,239 0,274 0,107
HDLc 0,080 0,002 0,012 0,081
Proteinas totales 0,317 0,233 0,164 -0,235
Triglicéridos 0,131 0,251 0,399* 0,120

*p<0,05
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Figura 4.17. Correlacién significativa de pardmetros bioquimicos del LF y de fertilidad en el grupo de
Pacienes. *p<0,05.

En el grupo de Pacientes la Unica correlacién existente fue positiva entre el

numero de ovocitos maduros y la concentracion de triglicéridos.

Asi mismo, se andlizaron las posibles asociaciones de los diferentes
pardmetros antioxidantes del LF con los pardmetros de fertilidad tras un ciclo de
estimulacién ovdrica. Los resultados se muestran en las Tablas 4.10 y 4.11. Las
figuras 4.18 y 4.19 representan aquellas curvas de correlaciones que fueron

significativas.
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Tabla 4.10. Correlaciones de pardmetros antioxidantes del LF y de fertilidad en el grupo de

Donantes.
N° N° N° T d
foliculos Ovocitos Ovocitos ; asa de
ertilizacion
antrales totales maduros
TAC -0,251 0,020 -0,097 0,111
ORAC -0,079 0,045 0,144 0,088
a-Tocoferol 0,076 0,049 0,081 -0,024
y-Tocoferol 0,231 0.215 0,250* 0,128
NO 0,122 -0,016 -0,002 -0,112
Catalasa 0,107 0,052 0,005 0,099
GPx total 0,154 0,131 0,160 0,029
Se-GPx 0,189 0,244* 0,288* 0,055
GST 0,010 -0,128 -0,014 -0,119
SOD -0,124 -0,003 0,062 -0,038
Arilesterasa 0,011 0,310* 0,301** -0,086
Paraoxonasa (-) 0,144 0,294** 0,188 -0,078
Paraoxonasa (+) 0,194 0,325** 0,215 -0,050
Metilparaoxonasa (-) 0,203 0,308* 0,237 -0,042
Metilparaoxonasa (+) 0,034 0,207 0,135 -0,271
Simvastatinasa -0,153 0,212 -0,041 0,200
"0<0,05; *p<0,01; ***p<0,001.
R?=0,062 R?= 0,062 R?= 0,051
10, P<0,05 10, P<0,05 10, P<005
.g 304 .g 304 % 304
£ £ - .
:§zo :ézo . % 204 S ca
8 8 e - g e
6 104 6 10 B oo 104 -
z s Zz

y-tocoferol (uM) Se-GPx (nmol/min/ml)
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Figura 4.18. Correlaciones significativas de los par@metros antioxidantes del LF y de fertilidad en el
grupo de Donantes. *p<0,05; **p<0,01.

Para la poblacién de Donantes destacamos las correlaciones positivas
encontradas para el nUmero de ovocitos totales y maduros con la actividad Se-
GPx vy las fuertes asociaciones positivas de estos dos pardmetros de fertilidad
con diversas actividades del sistema PON (arilesterasa, paraoxonasas y

metilparaoxonasas).
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Tabla 4,11, Correlaciones de pardmetros antioxidantes y de fertilidad en el grupo de Pacientes,

- - . tasa de
foliculos Ovocitos Ovocitos fertilizacié
ertilizacion
antrales totales maduros
TAC -0,088 -0,172 -0,161 0,012
ORAC -0,134 -0,253** -0,276** -0,078
a-Tocoferol -0,005 0,012 -0,005 -0,039
v-Tocoferol 0.118 0,197 0,200* -0,130
NO -0,241* -0,031 0,007 0,020
Catalasa 0,010 -0,121 -0,145 0,381**
GPx total 0,020 0,112 0,102 -0,101
Se-GPx -0,003 0,082 0,048 -0,170
GST 0,107 0,257** 0,248* -0,253*
sSOD -0,049 -0,001 -0,002 0,024
Arilesterasa 0,126 0,023 0,052 -0,115
Paraoxonasa (-) 0,111 -0,009 0,036 -0,048
Paraoxonasa (+) 0,046 -0,012 0,037 -0,028
Metilparaoxonasa (-) 0,027 -0,051 -0,004 -0,018
Metilparaoxonasa (+) 0,135 0,028 0,081 -0,162
Simvastatinasa -0,008 -0,049 -0,005 0,002
*p<0,05.
R?= 0,079 R?= 0,095 R?= 0,151
10, P<O.01 20 P<O01 30, P<0,06
¥ 30 § g
:g: -é 20. -é 204
8 u - 8 8
0 = - =
og u g 10. g 104"
Z Z X b4

0 10 20 30 0 10 2 30 0.0 05 10 15
ORAC (mM Trolox) ORAC (mM Trolox) y-tocoferol (uM)
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Figura 4.19. Correlaciones de pardmetros antioxidantes del LF y de fertilidad en el grupo de Pacientes.
*p<0,05; **p<0,01.

En el grupo de Pacientes destacamos las marcadas correlaciones halladas
para el nimero de ovocitos totales y maduros con la actividad antioxidante
total ORAC (correlaciones negativas, p<0,01) y con la actividad GST
(correlaciones positivas, p<0.01 y p<0.05, respectivamente). Asi mismo, a
diferencia de la poblacién de Donantes que no fue significativa, en Pacientes
vemos una fuerte correlacién positiva entre la tasa de fertilizacién y la actividad

catalasa del LF.
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4.6 CICLOS PRODUCTIVOS VERSUS CICLOS NO
PRODUCTIVOS

Como se ha descrito en el punto 4.2, el 47% de las pacientes consiguié con
éxito un embarazo tras un ciclo de estimulacién ovdrica. A continuacion
analizamos y comparamos los diferentes pardmetros bioquimicos y del estado

antioxidante del LF en funcidn de la obtencion de embarazo.

Como se muestra en las tablas 4.12 y 4.13, no hay diferencias significativas

de los pardmetros analizados entre ciclos productivos y no productivos.

Tabla 4.12. Pardmetros bioquimicos del LF en funcién de la obtencién del embarazo.

Media t SE
OBTENCION DE EMBARAZO
S| NO
Albdmina (g/1) 34,8+ 1,1 378+22
Acido Urico (mg/dl) 42+0,2 3,5+0,4
Apo-Al (mg/dl) 102,5+ 5,8 122,9+9,4
Colesterol total (mg/dl) 28,5+1,7 34,2+39
Glucosa (mg/dl) 43,6 £3,2 455+2,7
HDLc (mg/dl) 253+ 1,6 31,2+3,4
Proteinas totales(g/l) 53,4+1,7 56,4+3,7
Triglicéridos (mg/dl) 12,7+1,6 10,5+ 1,4
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Tabla 4.13. Estado antioxidante del LF en funcién de la obtenciéon de embarazo.

Media * SE

OBTENCION DE EMBARAZO

M| NO
TAC (mM Trolox) 20£0,1 2,1£0,1
ORAC (mM Trolox) 11,7+0,5 11,4+0,5
a-Tocoferol (UM) 4,6+0,3 49+0,3
y-Tocoferol (M) 0,29 £0,03 0,27 £0,03
NO (uM) 64,0 £ 4,4 62,8+4,5
Catalasa (umol/min/mil) 353+£23 42,1+4,0
GPx total (nmol/min/ml) 55,1+£3,5 52,1+£3,5
GPx-Se (nmol/min/ml) 47,1 +£3,2 44,6 £3,3
GST (nmol/min/ml) 39.4+£3,2 39.8+£3,7
SOD (U/ml) 12209 13212
Arilesterasa (umol/min/ml) 119,1£5,9 118,1+£5,4
Paraoxonasa (-) (nmol/min/ml) 113,7+£11,0 118,5+12,5
Paraoxonasa (+) (nmol/min/ml) 346,6 + 36,9 312,6 £34,5
Metilparaoxonasa (-) (nmol/min/ml) 71,6 +6,8 69,3+5,3
Metilparaoxonasa (+) (nmol/min/ml) 123.2+£11,0 1291 £11,7
Simvastatinasa (nmol/min/ml) 13,1£0,6 13,6 £0,8

4.7 MODIFICACIONES OXIDATIVAS PROTEICAS

El primer objetivo que se ha marcado en este estudio fue la puesta a punto
de la metodologia para cuantificar marcadores de dano oxidativo proteico in
vivo mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
con monitorizacion selectiva de iones (SIM). Para ello, se optimizaron las distintas
etapas del procedimiento: deslipidacion, hidrdélisis de proteinas, derivatizacién y

deteccidon de los compuestos a analizar.
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Se construyeron curvas de calibrado a partir de patrones comerciales de

GSA, AASA, CML, CEL y de lisina para obtener datos cuantitativos.

En la figura 4.20 se muestran los cromatogramas representativos de los

distinfos marcadores.
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Con el sistema cromatogrdfico utilizado los tiempos de retencidon de los

compuestos siguen el orden HAVA<HAC A<Iisina<CML<CEL, durante un fiempo

de corrido mdximo de 45 min.
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Se prepararon curvas de calibrado con canfidades crecientes de los
pafrones no deuterados en presencia de una canfidad constante del
correspondiente compuesto deuterado. En el caso de GSA y AASA se utilizaron
como patrones HAVA y HACA; esto es debido a que como consecuencia de
los procesos de reduccion e hidrdlisis dcida que se dan durante el
procesamiento de las muestras, GSA y AASA sufren una serie de modificaciones

que dan lugar a los compuestos HAVA y HACA, respectivamente.

Enla Tabla 4.14 se indica el rango de cada marcador utilizado para construir

las curvas de calibrado.

Tabla 4.14. Rangos utilizados en las cuvas de calibrado

nmol

Lisina 0-750
HAVA 0-0,375
HACA 0-0,300
CEL 0-0,294
CML 0-0,340

En la figura 4.21 se muestran las rectas representativas que se obtuvieron
para cada marcador. En ellas se representa el incremento del cociente entre el
drea del pico del compuesto no deuterado y el drea del mismo compuesto
deuterado, obtenidos en el cromatograma, frente a la canfidad de marcador

utilizada.

Los datos se ajustaron a modelos de regresion lineal, siendo el coeficiente de

correlacion R2 > 0,996.
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Figura 4.21. Curvas de calibracién de los marcadores de oxidacién proteica.
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En los experimentos realizados con las muestras de LF se utilizaron como

patrones internos los marcadores deuterados. Los datos que se obtienen del

cromatograma se normalizaron con el contenido de residuos de lisina en la

muestra (nmol Lys).
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Figura 4.22. Marcadores de oxidacion de proteinas del LF. A) Se expresa la cantidad de cada
marcador por mmol de lisina presente en la muestra. Los valores corresponden a la media + error
estdndar. B) Se expresa el porcentaje de cada marcador respecto al total (suma de los 4

marcadores),

En la figura 4.22 se muestran los valores medios de los productos de la

oxidacidn proteica obtenidos para la poblaciéon total.
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Las proteinas del LF contienen productos de la oxidacién catalizada por
metales, de la glicoxilacién y la lipoxidacién, ya que en todas las muestras
analizadas se encontraron los cuatro marcadores de oxidacion. El andlisis de su
distribucién revela que los productos mds abundantes derivan de la oxidaciéon
catalizada por metales: GSA y AASA (el 86% de todos los marcadores
analizados). GSA constituye la lesidn proteica mds abundante (81% del total),
suponiendo una media de 3,7 residuos alterados por cada 1000 lisinas. Los
niveles de los demds biomarcadores analizados fue un orden de magnitud
menor que los de GSA, alcanzando valores entre 0,12 y 0,5 residuos danados
por cada 1000 lisinas. La cantidad de CML, marcador de oxidacion proteica
por procesos de glicoxidaciéon vy lipoxidacién, corresponde a un 12 % de las

lesiones proteicas totales y es mayor que las lesiones de AASA (4%) y CEL (3%).

A confinuacion, analizamos si existian diferencias significativas de los
marcadores de oxidacion proteica entre las mujeres Donantes y las Pacientes.

Los resultados se muestran en la figura 4.23.

[ Donante [EZ Paciente

6000-
(/2]
>
.|
S  4000-
£
£
= 2000
s 1
S 600
£
400-
E *k%
S 2001
[
0

GSA AASA CML CEL

Figura 4.23. Marcadores de oxidacién de proteinas del LF de Donantes (N=48) y
Pacientes (N=44). Se representan las medias + el error estandar. **p< 0,01; ***p<
0,001.

Se aprecian diferencias significativas en 3 de los cuatro marcadores
estudiados: GSA, AASA y CEL. La cantidad del marcador de oxidacion proteica

GSA es mayor en el grupo de Donantes que en el de Pacientes. Por el
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confrario, en este grupo los niveles de AASA y CEL son significativamente

menores. Los valores de CML son similares en ambos grupos.

A continuacién, analizamos si para el grupo de pacientes existian diferencias
en funcidén de la consecucién de embarazo fras un ciclo de estimulaciéon

ovdarica (figura 4.24).
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Figura 4.24. Marcadores de oxidacion proteica en liquido folicular de Pacientes que obtuvieron
embarazo (N=23) y que no lo obtuvieron (N=21). Se representan las medias + el error estandar,

(*p<0,05; **p<0,01).

Se observa que los ciclos productivos se asocian a valores significativamente
mdas bajos del marcador de oxidacion GSA y mayores del marcador AASA. No

se observan diferencias en los otros marcadores.
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5. DISCUSION

La infertilidad es un problema socioldégico que en los paises industrializados
afecta a unas 1200 parejas por cada mildén de habitantes y ano.
Aproximadamente una de cada cuafro a seis parejas encuentra dificultades
para concebir (Organizacién Mundial de la Salud 2016) (Chow y cols., 2016),
siendo uno de los principales factores del descenso de la capacidad
reproductiva de la mujer el retraso de la maternidad. La situacién se ha
agravado con la crisis econdmica, que ha hecho que las parejas decidan
procrear cuando consiguen una independencia econdmica y un cierto grado
de estabilidad laboral, con el consiguiente retraso que ello conlleva. Las
mujeres infértiles estdn sometidas a una gran tensién emocional, de forma que
el estrés asociado a intentar concebir y la presion social asociada a la
incapacidad de tener descendencia a menudo conllevan un ftrastorno
psicolégico en la mujer. La infroduccion de las técnicas de reproduccién
asistida ha aumentado las posibilidades de tratamiento efectivo, convirtiéndose
en una opcién bdsica para las parejas con problemas de fertilidad. Hoy en dia,
debido tanto a su capacidad terapéutica como a los resultados alcanzados, la
técnica mds utilizada es la fecundacion in vitro, siendo la estimulacién ovdrica

controlada una fase fundamental para la consecucidén de embarazo.

La estimulacion ovdrica en la FIV provoca el desarrollo de los foliculos. A
medida que crece el foliculo el liquido folicular se acumula entre las células de
la granulosa, adquiriendo una gran importancia. El liquido folicular puede
considerarse como una ventana bioldgica que refleja los procesos metabdlicos
y hormonales que ocurren en el microambiente del ovocito en maduracién
antes de la ovulacion. Algunas caracteristicas biogquimicas del liquido folicular
pueden desempenar un papel critico en la determinacion de la calidad del
ovocito y el consiguiente potencial para lograr la fertilizacion y el desarrollo del

embrién (Basuino y Silveira, 2016).

Habitualmente se utiliza el tamano folicular y la concentracién sérica de

estradiol como indicadores de la maduracién ovocitaria. Se ha descrito que en
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la FIV ovocitos procedentes de foliculos grandes fienen una mayor tasa de
fertilizacién que los de foliculos pequenos (Wittmaack y cols., 1994; Bergh y cols.,
1998; Dubey y cols., 1995; Miller y Rivier, 1996; Andersen, 1993; Ectors y cols.,
1997). El liquido folicular de foliculos grandes es distinto en su naturaleza vy
composicidn bioquimica del de foliculos pequenos, como se ha demostrado
por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) (Thomas y cols.,
2000). A diferencia del liquido folicular de foliculos grandes, el de foliculos
peqguenos es heterogéneo, reflejando diferencias en el estado de maduracién
de los foliculos antrales. Estas diferencias probablemente tienen consecuencias

en el desarrollo del ovocito.

En este trabajo de tesis doctoral se describen los parédmetros bioguimicos, el
estado antioxidante y las modificaciones oxidativas proteinicas del liquido
folicular de mujeres fértiles (Donantes) y subfértiles (Pacientes) que se han
sometido a un ciclo de estimulacion ovdrica controlada. Hemos estudiado la
posible implicacién de estos marcadores en la maduracién folicular y en los

pardmetros de fertilidad.

Una limitacion del estudio es que para llevar a cabo los andlisis de los
distintos pardmetros hemos utilizado una mezcla del liquido folicular procedente
de varios foliculos del mismo tamano (dos foliculos contralaterales), lo que
podria conllevar la pérdida de la supuesta variabilidad entre foliculos
individuales (Bloom y cols., 2014). Sin embargo, en todos los casos las muestras
provenian del mismo nUmero de foliculos y, ademds, las actividades
enzimdticas analizadas tienen una variabilidad entre foliculos menor entre
mujeres. Una ventaja del frabajo es que cada muestra de foliculos grandes y
peqguenos procede de la misma mujer, de forma que el andlisis estadistico para
comparaciones entre foliculos de distinto tamano se ha realizado para datos
pareados, reduciendo asi la variabilidad de los valores medios que se obtienen

cuando se utilizan grupos independientes con diferentes sujetos.

Respecto a los componentes biogquimicos del liquido folicular, en nuestro
estudio hemos observado que los niveles de albimina, dcido Urico, apo-Al,

HDLc y proteinas totales aumentan al aumentar el tamano folicular en el grupo
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de Pacientes. Estos resultados sugieren que en la foliculogénesis aumenta la
permeabilidad de la barrera sanguinea folicular, permitiendo el paso de los
componentes mds pequenos desde la sangre al liquido folicular. En el grupo de
Donantes solamente observamos aumento de la concentraciéon de dcido Urico.
Hay que tener en cuentaq, sin embargo, que las células de la granulosa y de la
teca secretan al fluido que las rodea proteinas sintetizadas localmente (Lobb y
Dorrington, 1987).

La albUmina, ademds de tener un papel clave en la regulacién osmaotica del
plasma y de actuar como principal transportador de moléculas hidrofébicas,
participa en el mantenimiento del estado anfioxidante de los fluidos
extracelulares (Ofsuki y cols., 2012). Asi, es la fuente principal de grupos tioles en
el suero (Radi y cols., 1991). Funciona también como eliminador de radicales
libres, habiéndose descrito una correlacidn positiva entre TAC/ORAC vy la
concentracion de albUmina en la sangre (Miller y cols., 1997; Cao y cols., 1993).
En concordancia con estos resultados, nosotfros hemos constatado que en el
grupo de Pacientes existe una correlacion positiva significativa (p<0,05) entre la
concentracién de albumina y las actividades antioxidantes TAC y ORAC en el
liquido folicular de foliculos pequenos (datos no mostrados). La albUmina
infrafolicular podria, ademds, participar en el fransporte de metabolitos
implicados en el crecimiento folicular y en la transferencia a la circulacién
general de algunos productos especificos del foliculo, como las hormonas
esteroideas (Schussler, 2000; Dea y cols., 2002).

El dcido Urico se produce por la degradacion de nucledtidos purinicos.
Como se ha mencionado anteriormente, en ambos grupos poblacionales
(Donantes y Pacientes) la concentracion de este compuesto aumentd a
medida que aumentd el tamano folicular. Estos resultados concuerdan con lo
descrito por Wen y cols. 2009, quienes observaron una correlacion positiva con
el didmetro folicular. Este aumento podria deberse a una transferencia del
dcido Urico a través de los capilares sanguineos al foliculo ovdarico, aunque
diversos estudios han descrito que la concentracién de dcido Urico en el liquido
folicular es mucho mayor que en el suero (Wen y cols., 2009; Stewart y cols.,
2001; Perrett, 1999).
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La glucosa en el liquido folicular juega un papel en el desarrollo del ovocito,
pudiendo afectar a la tasa de fertilizacion del mismo. En nuestros resultados,
independientemente del tamano folicular, los niveles de glucosa fueron mas
bajos en el grupo de Pacientes que en el de Donantes. Hay que considerar que
la concentracién de glucosa en el liquido folicular varia en funcién de la edad
de la mujer, habiéndose descrito que es significativamente mayor en mujeres
de edad reproductiva joven (<35 anos) que en mujeres con edad reproductiva
avanzada (240 anos). En nuestro estudio el grupo de Pacientes presentd una
edad media significativamente mayor que la de Donantes. Por ofra parte, se ha
visto que en mujeres con reserva ovdrica reducida los niveles de glucosa en el
liquido folicular se encuentran disminuidos con respecto a mujeres de la misma
edad con reserva ovdrica normal (Pacella y cols., 2012). Los autores
determinaron que las concentraciones bajas de glucosa se asociaban a niveles
elevados de de lactato y que estos cambios reflejaban un perfil metabdlico
alterado de las células de la granulosa y del cUmulo. Estas células captan mds
glucosa que se convierte en lactato por la glucolisis anaerobia, aumentando la
concentracion de lactato en el liquido folicular. Los autores sugieren que el
aumento de la produccién de lactato puede dar lugar a una disminucién del
pH y un pH bajo se relaciona con la reduccién de la fertilizacion de ovocitos
(Dale y cols., 1998). Nosotros hemos visto, ademds, que las proteinas del liquido
folicular de Pacientes presentan un aumento significativo de CEL, marcador de
lesion proteica por procesos derivados de la oxidacién de la glucosa. Quizds
esta observacién esté relacionada con los valores disminuidos de glucosa en el

liquido folicular de Pacientes al sufrir en mayor grado procesos de oxidacion.

En el liguido folicular hemos comprobado que la mayor parte del colesterol
se encuentra asociada a las HDL (HDLc); procede principalmente de la sangre
por difusidon. Estd establecido que en la fransferencia de HDL desde el
compartimento sanguineo al foliculo ovdrico estdn involucradas SR-Bl y ABCGI1
(Fujimoto y cols., 2010). Las HDL del liquido folicular contienen menos colesterol,
pero son mas ricas en fosfolipidos en comparacién con las del suero (Jaspard y
cols., 1997). Apo-Al es el principal componente proteico de las HDL (Fujimoto y
cols., 2010) y en nuestro estudio hemos encontrado una fuerte correlacion

positiva entre la concentracion de apo-Al y HDLc en las muestras de liquido
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folicular en ambas poblaciones, independientemente del tamano del foliculo

(datos no mostrados).

La apo-Al también es sintetizada por las células del cumulo y podria estar
involucrada en el crecimiento de los ovocitos, facilitando la transferencia y la
redistribucion de los lipidos (Choi y cols., 2010). Ademds, se ha sugerido que
apoA-l protege a los ovocitos de la oxidacién lipidica y promueve el potencial
de fertilizacién (Von Wald y cols., 2010). En nuestro estudio hemos determinado
que en el grupo de Pacientes estdn disminuidos significativamente los niveles
foliculares de apo-Al respecto a los de mujeres control. La disminucién de apo-
Al podria contribuir al aumento de estrés oxidativo en el liquido folicular y

afectar a la obtencidon de ovocitos de buena calidad.

Por ofro lado, las HDL son las principales transportadoras de la vitamina E a
los tejidos. Aunque el y-tocoferol es la forma mayoritaria de la vitamina E en la
dieta, el procesamiento hepdtico de la vitamina E incorpora de forma selectiva
el a-tocoferol en las lipoproteinas, lo que conlleva un aumento de la excrecion
de y-tocoferol por la bilis. Ello se debe al metabolismo de la vitamina E. Esta se
absorbe en el intestino y se incorpora en quilomicrones. Después de entrar en la
circulacién, la vitamina E asociada a los remanentes de quilomicrones es
transportada al higado, donde el isémero alfa se incorpora a las VLDL por la
proteina de transferencia de a-tocoferol hepdtica, volviéndose a secretar al
torrente sanguineo. Posteriormente, las VLDL intercambian a-tocoferol con las
HDL. Por Ultimo, la vitamina E se excreta principalmente por la bilis (Lemaire-
Ewing y cols., 2010). Nuestros resultados indican que la concentracién del
isémero alfa en el liquido folicular es 15 veces superior a la del isbmero gamma.
En un estudio paralelo hemos determinado las concentraciones de o y y-
tocoferol simultdneamente en muestras de suero y de liquido folicular para una
misma mujer tfras un ciclo de estimulacién ovdarica (N=16). Hemos encontrado
que en el suero esta diferencia es de unas 24 veces (a-tocoferol 21,8 £ 1,0 uM, y
y-tocoferol 0,89 + 0,15 uM). Estos datos indicarian que las células ovdricas estdn
utilizando en mayor proporcién el isémero alfa, lo que se refleja en un cociente
alfa-tocoferol/gamma-tocoferol menor en el liquido folicular, y sugieren un

papel protector del o-tocoferol frente al dano oxidativo en estas células. En la
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bibliografia se ha descrito que los niveles intrafoliculares de a-tocoferol se
correlacionan negativamente con la fragmentacién embrionaria durante la FIV,
sugiriéndose un papel de éste isdbmero en el desarrollo ovocitario (Browne y col.,
2009).

Recientemente se ha descrito una dlicoproteina plasmdtica con
propiedades de unidén a la vitamina E: la afamina. La afamina pertenece a la
familia génica de la albumina, se expresa principalmente en el higado, se
secreta a la sangre y se distribuye posteriormente a los respectivos fluidos
extravasculares (Jerkovic y cols., 2005). El andlisis cualitativo y cuantitativo del
plasma vy liquidos extravasculares reveld una presencia abundante de esta
proteina no sélo en el plasma, sino también en fluidos como el liquido folicular y
el liquido cefalorraquideo, lo que sugiere un posible papel de la afamina en la
fertilidad y la neuroproteccién. La afamina estd parcialmente unida a las
lipoproteinas plasmdticas. Las concentraciones de afamina y de vitamina E se
correlacionan significativamente en el liquido folicular y cefalorraquideo, pero
no en el plasma. Se ha visto, ademds, que mujeres con preeclampsia, situacién
asociada a un incremento de ROS, mostraron concentraciones medias de
afamina significativamente mayores que las mujeres con embarazo sin
complicaciones (Hubalek y cols., 2014). Una menor utilizacién de la vitamina se
reflejaria en un aumento de su concentracién en los fluidos extracelulares. En
nuestro estudio hemos observado concentraciones mds altas de alfa-tocoferol
en el liguido folicular de Pacientes, independientemente del tamano folicular.
Estos datos sugieren una menor utilizacién de esta forma de vitamina E por las

células ovdricas y su posible implicacion en la fertilidad..

En este trabajo hemos descrito que al aumentar el tamano folicular durante
la maduracién aumentan los niveles de NO en el liquido folicular tanto en
Donantes como en Pacientes. Se ha establecido que el NO es un modulador
infra e intercelular en numerosos procesos bioldgicos, como la vasodilatacion y
la apoptosis (Brown, 2007). Diversos estudios demuestran la presencia de un
sistemna generador de NO en el ovario (células de la granulosa, de la teca,
ovocito) de distintas especies y su presencia en liquido folicular, lo que enfatiza

la funcidn de esta molécula en el control de la fisiologia ovdrica (Tamanini y
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cols., 2003). Asi, el NO estd implicado en la maduracion folicular y en la
ovulacién (Basini y Grasselli, 2015). El NO podria proceder de la sintesis local de
las células ovdricas, en particular células de la granulosa, puesto que se ha
detectado por inmunocitoquimica oxido nitrico sintasa en dichas células en
estudios con animales (Zamberlam y cols., 2011). Anteby y cols. 1996,
determinaron que la concentracion de NO en el liquido folicular de mujeres
sometidas a un programa de fertilizacion in vitro aumenta a medida que
aumenta el volumen del foliculo (Anteby y cols., 1996), lo que concuerda con
nuestros resultados. Ademds se ha observado que la expresion de los RNAM de
las distintas isoformas de NOS podria estar sujeta a regulacion por
gonadotropinas (Van Voorhis y cols., 1995; Matsumi y cols., 2000). El aumento de
la concentracion folicular de NO puede estimular el crecimiento folicular
activando la guanilato ciclasa (enzima que genera GMP ciclico, principal
mediador de la senalizacidon por NO) o potenciando la vasodilatacién en el

ovario (Goud y cols., 1999).

Un logro importante de este trabagjo es que por primera vez se han
cuantificado las proteinas del sistema PON y determinado las actividades
enzimdticas de PON1, PON2 y PON3 en liquido folicular humano. En particular,
se han analizado las actividades paraoxonasa y arilesterasa de PONI,
metfilparaoxonasa (principal actividad de PON2) y simvastatinasa de PON3. De
las cuatro actividades analizadas la arilesesterasa fue la mds alta (cerca de tres
6rdenes de magnitud mayor que las otras). Se han descrito en la bibliografia
diferencias similares en las actividades PON1 arilesterasa y paraoxonasa en
suero humano; en estos trabajos la actividad arilesterasa se expresa a menudo
en kU/I, mientras que la paraoxonasa en U/l (Schulpis y cols., 2008; Browne y
cols., 2008; Rainwater y cols., 2009; Hashemi y cols., 2011; Cerit y cols., 2014).
Cabe destacar que la actividad metfilparaoxonasa en nuestro estudio fue
relativamente alta (en un rango similar a la paraoxonasa). PON2 fiene
preferencia por el sustrato metilparaoxén, pero PON1 también posee actividad

metfilparaoxonasa (Bar-Rogovsky y cols., 2013).

PON1 y PON3 son enzimas secretadas a la circulacién asociadas a las HDL.

Utilizando una aproximacién protedmica Angelucci y cols. 2006 identificaron
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PON1 vy ofras proteinas con actividades antioxidantes en cantidades
relativamente altas en el liquido folicular de mujeres con ciclos ovulatorios
espontdneos (Angelucci y cols., 2006). Los autores sugieren que estas enzimas
probablemente contribuyen a la proteccién del foliculo frente al estrés
oxidativo durante la ovulacion. Recientemente se ha reportado la expresion de
las tres isoformas de PON en células de granulosa de vacas lecheras (Schneider
y cols., 2013) y acaba de publicarse un estudio del andlisis protedmico del
liquido folicular de mujeres sometidas a un ciclo FIV con bagja respuesta al
tratamiento (Oh y cols., 2017); en dicho trabajo se han detectado en el liquido
folicular, entre oftras, las proteinas antioxidantes PON1 y PON3. Nosotros hemos
determinado las concentraciénes de PON1 y PON3 en el liquido folicular y
hemos constatado que PONIT se encuentra en una concentracién 15 veces
superior a PON3. Por ofro lado, PON2 es un enzima intracelular. En el liquido
folicular hemos detectado también la proteina PON2 por transferencia Western.
Al ser PON2 una proteina intracelular (Rajkovic y cols., 2011) fue necesario un
paso previo de enriqguecido del fluido en proteinas minoritarias. La
concentracién de PON2 fue unas 1.500 veces menor que PONI. Por ello
pensamos que la actividad intrafolicular metilparaoxonasa detectada se debe

al enzima PON1 y no a PON2.

La actividad PON3 simvastatinasa que hemos determinado es
aproximadamente 15 nmol/min/ml de liquido folicular. Hemos seguido el
método original descrito por Suchocka y cols. 2006, utilizando las mismas
condiciones de la reaccion y deteccién del producto por HPLC (Suchocka y
cols., 2006). Sin embargo, estos autores reportan una actividad PON3
simvastatinasa en suero humano de 16 pmol/min/ml, unas 1.000 veces menor
que en nuestro estudio. El grupo de Browne y cols. 2008, siguiendo el mismo
método, refirié actividades PON3 simvastatinasa en suero (10,6 pmol/min/ml) y
en liquido folicular (16,5 pmol/min/mil) también del mismo orden (Browne y cols.,
2008). El andlisis en detalle del protocolo del método original nos lleva a
considerar que las unidades de la actividad PON3 publicadas en ambos
articulos son erréneas. De hecho, de acuerdo con las curvas de calibraciéon y el
limite de deteccidén que se describen en el método, las actividades reportadas

deberian ser mucho mds altas. En nuestro sistema la curva de calibracién se
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construyd con el producto de la reaccién (simvastatina dcida, SVA), utilizando
concentraciones en el rango 0,25-7 ug/ml, siendo el limite de cuantificacion

mdas bajo igual a 0,6 nmol/ml inyectado.

Las actividades del sistema PON fueron significativamente mayores en el
liquido folicular de foliculos grandes en comparacion con el de pequehnos,
tanto en Donantes como en Pacientes. Estos datos evidencian un posible papel
de PON en el desarrollo folicular. Hasta donde sabemos, éste es el primer
estudio que se centra en la determinacién de las actividades del sistema PON
en relacién con este aspecto de la reproduccion humana. El crecimiento de
ovocitos implica un aumento en el nimero de mitocondrias, donde la
fosforilacion oxidativa tiene lugar para producir la energia requerida para la
maduracién del ovocito desde la etapa de vesicula germinal (Eichenlaub-Ritter
y cols., 2011). Las mitocondrias son los principales orgdnulos responsables de la
produccion de ROS en las células, de forma que la concentracién de ROS debe
estar estrictamente confrolada por los sistemas antioxidantes para conseguir un
embriéon de buena calidad. Cabe destacar que se han detectado en
mitocondrias las proteinas PON2 y PON3 (Schweikert y cols., 2012; Devarajan y
cols., 2011).

No sabemos realmente hasta qué punto las diferencias encontradas en las
actividades del sistema PON entre foliculos pequenos y grandes no se deben a
un aumento de la vascularizacidon durante la maduracién folicular. En un
estudio paralelo hemos caracterizado las actividades y la expresion de las
proteinas extracelulares PON1 y PON3 en suero vy liquido folicular. Para cada
mujer que participd en el estudio se obtuvieron muestras de suero vy liquido
folicular después de un ciclo de estimulacidn ovdrica. Los resultados no
mostraron asociaciones de las concentraciones de los enzimas entre los dos
fluidos. Las actividades de PON1 analizadas fueron significativamente mayores
en el suero que en el liquido folicular. Sin embargo, la concentracion de PONI1
fue similar en ambos fluidos. En cuanto a la actividad simvastatinasa (PON3), no
se enconfraron diferencias entre el suero vy el liquido folicular, pero su expresién
fue significativamente mayor en el suero (datos no mostrados), lo que indica

mecanismos complejos de regulacién enzimdtica. Estos resultados sugieren que
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las actividades que hemos determinado en este frabajo no reflejan
simplemente una mayor tasa de infiltracion de las HDL (principales
transportadoras de las proteinas procedentes de la sangre), sino que indican
que los mecanismos que regulan las actividades de los enzimas PON1 y PON3
en el liguido folicular son diferentes a los que operan en la sangre y sugieren un

papel de PON3 en la reproduccion.

Hemos visto también que la actividad PON3 fue marcadamente mayor en el
liquido folicular de Donantes que en el de Pacientes. Estas diferencias no se
debieron a diferencias en la edad enfre ambos grupos poblacionales, como se
pudo constatar utilizando diferentes modelos de regresidon logistica
multivariable. En las donantes de &vulos encontramos una clara correlaciéon
positiva entre las actividades PONT arilesterasa y paraoxonasa con el nUmero
de ovocitos totales y maduros. Se ha descrito en la bibliografia que
determinados antioxidantes (como la melatonina) en el foliculo en crecimiento
pueden ser factores clave para evitar la afresia y, por tanto, permitir el
crecimiento folicular y consiguientemente el desarrollo del ovocito (Cruz y cols.,
2014).

Por otro lado, las funciones fisioldgicas de las proteinas de la familia PON
pueden incluir la desintoxicacion de lactonas (lactonas exdgenas o enddgenas
derivadas de lipidos oxidados) y de compuestos organofosforados, aunque se
desconoce el sustrato fisioldgico de PON. Se ha descrito que la
hiperhomocisteinemia puede afectar al proceso reproductivo en varios niveles
(Ocal y cos., 2012). Se cree que la principal causa de la toxicidad de la
homocisteina (Hcy) son sus metabolitos. Especificamente la Hcy-fiolactona,
cuya sintesis aumenta al aumentar la concentracién de Hcys, es un metabolito
reactivo que causa la N-homocisteinilacién de proteinas, deteriorando asi la
funcién proteica (Jakubowski, 2010). En condiciones fisioldgicas las proteinas de
la familia PON degrada, entre ofros compuestos, Hcy-tiolactona (She y cols.,
2012). La actividad Hcy-tiolactonasa de PON determina los niveles plasmdaticos
de proteinas modificadas por N-Hcy, lo que indica que PON protege a las
proteinas frente a la N-homocisteinilacidén in vivo (Perla-Kajdn y Jakubowski,

2010). Queda por investigar el posible papel que juegan estas enzimas en la
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protecciéon del liquido folicular frente a la toxicidad desencadenada por Hey y

su implicacién en los resultados en la reproduccidén asistida.

En el articulo de andlisis protedmico citado anteriormente también se
muestra la presencia de las isoformas al, 02, 1y o1 de GST (Oh y cols., 2017). En
un frabajo previo se vio que en el liquido folicular de mujeres que se someten a
ciclos de FIV la proteina GSTal se encuentra a unas concentraciones mayores
que en el plasma sanguineo, lo que implica la sintesis local por las células
ovdricas (Bisseling y cols., 1997). La concentracién de la proteina en el liquido
folicular comparado con el plasma fue mds pronunciada para GSTal que para
GSTx. Esta observacidon estd de acuerdo con las concentfraciones mayores de
GSTa en células de la granulosa y del cUmulo odforo que las de GSTxn. Las
células de la granulosa, productoras de esteroides, contienen mds GSTa que las
del cumulo. GSTal se asocia con la actfividad A5-3-cetoesteroide isomerasa
dependiente de GSH, que cataliza la conversibn de pregnenolona a
progesterona (junto con la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa). Sin embargo,
parece que la concentracion del enzima no varia con las fluctuaciones
hormonales durante un ciclo natural, lo que podria indicar un papel
desintoxicador para proteger al ovocito de xenobidticos, mas que su
participacién mera participacién en la esteroidogénesis.. Se han detectado
bifenilos policlorados, hexaclorobenceno (fungicida) y pesticidas en el liquido
folicular de mujeres sometidas a ciclos FIV (Jirsovd y cols., 2010). Estos
compuestos xenobidticos inducen la expresidon de GST en otros tejidos diferentes
del ovario. Nosotfros hemos detectado actividad GST utilizando como sustrato 1-

cloro-2,4-dinitrobenceno.

La actividad GST fue sorprendentemente menor al aumentar el tamano
folicular. Desconocemos la causa de esta diferencia. Diversos toxicos
ambientales provocan la pérdida de foliculos primordiales y preantrales de
forma dependiente de la dosis y pueden alterar el desarrollo folicular y
provocar inferfilidad (Mark-Kappeler y cols., 2011). El desarrollo folicular es
complejo, con multiples etapas y diferentes senales en cada etapa folicular. En
muchas ocasiones los efectos observados por xenobidticos implican

disminuciones en la reserva ovdrica de foliculos primordiales, que van a dar
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lugar a los foliculos antrales antes de la ovulacién. Si el xenobidtico provoca
efectos tdxicos solamente en los foliculos maduros la toxicidad podria ser
temporal y rdpida; por el contrario, el dano y la pérdida de foliculos
primordiales es irreversible, causando infertilidad temprana. Podemos especular
que GST tiene un papel relevante en la proteccién folicular en esta etapa

temprana en la que aun no se ha desarrollado suficientemente el foliculo.

Se ha descrito que en células de granulosa bovinas las hormonas
gonadotrépicas regulan la expresion de GSTa mRNA. Asi, Rabahi y cols. (1999)
observaron una reduccién significativa de la expresién del mMRNA de GSTa en
foliculos preovulatorios a las 24 h de la inyeccién de hCG aunque esta
reduccidn era menor si se pretrataban los foliculos con FSH (Rabahi y cols.,
1999). Si la diferencia en la actividad GST que hemos observamos fuese un
mecanismo mediado por receptores de hormonas gonadotrépicas similar al
observado en foliculos bovinos, los foliculos de menor tamano, por tener menos
receptores, podrian responder en menor grado a esta senal, por lo que la
concentracion del enzima y consiguientemente su actividad estarian mdas
elevadas que en foliculos grandes. Hay que tener en cuentaq, sin embargo, que
los distintos niveles de expresiéon de GSTo pueden reflejar diferencias entre
especies, y, ademds, el efecto de las gonadotropinas varia dependiendo del

estado de maduracién en el que se encuentra el foliculo.

Con respecto a la capacidad antioxidante del liquido folicular, hemos visto
gue en Donantes aumentan significativamente TAC, ORAC vy la actividad GPx
dependiente de selenio al aumentar el tamano folicular, permaneciendo
constantes las actividades SOD, CAT y GPx total. Si bien se han descrito cambios
en las actividades SOD (Combelles y cols., 2010), CAT (Gupta y cols., 2011) y
GPx (Basini y cols., 2008) a lo largo del desarrollo folicular, hemos de tener en
cuenta que estos estudios se han realizado en animales, habiendo hecho el
seguimiento durante un ciclo natural. En nuestro caso, en cambio, se frata de
un ciclo FIV con una fase de hiperestimulacion ovdarica, que da lugar a niveles
suprafisiolégicos de estradiol. Un andlisis protedmico del liquido folicular muestra
una expresiéon diferente atendiendo a si las muestras proceden de ciclos

naturales o ciclos de hiperestimulacién ovdrica; entre estas proteinas con
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distinta expresién se encuentran enzimas que participan en la eliminacion de
radicales libres (Wu y cols., 2015). Quizd esta estimulacion artificial, y la elevada
concentracién de estradiol que conlleva, anulan los cambios de expresidn de
actividades antioxidantes asociados a una maduracién folicular normal, lo que

nos impide ver diferencias en funcion del tamano folicular.

Respecto a la actividad antioxidante total del liquido folicular, tanto para
determinar TAC como ORAC, hemos cuantificado el drea bajo la curva (AUC),
gue combina el tiempo y el grado de inhibicién ejercido por los antioxidantes
presentes en el liquido folicular (Cao y cols., 1995; Re y cols., 1999). Supone una
mejora respecto a otras determinaciones en las que se utiliza Unicamente el
porcentaje de inhibiciobn a un fiempo final. AUC considera no sélo la
concentracién del antioxidante, sino también que la cinética de la eliminacién
de radicales cambia a lo largo del tiempo vy es, por tanto, una medida total de
la capacidad de los compuestos de eliminar radicales libres. Nuestros resultados
respecto a la capacidad antioxidante total del liquido folicular irian en
concordancia con los obtenidos para otros pardmetros que hemos analizado
del estado antioxidante del fluido y que apuntan a un aumento de las defensas

antioxidantes con la foliculogénesis.

Se han descrito alteraciones de la TAC, actividad CAT y de los niveles de
H2O2 en liquido folicular bovino. En particular, la TAC aumenta y la actividad
CAT y el H202 disminuyen significativamente al aumentar el tamano del foliculo
(Gupta y cols., 2011). Los autores proponen que una TAC bagja y una
concentracion elevada de H202 en los foliculos pequenos indicaria que los
niveles de ROS estdn elevados en las etapas iniciales de la foliculogénesis y que
CAT podria representar una defensa antioxidante dominante en las fases
tempranas del desarrollo folicular. Sin embargo, estos resultados son opuestos a
lo que se ha descrito en el liquido folicular porcino, donde la actividad CAT es
mayor en los foliculos mds grandes (Basini y cols., 2008), lo que puede deberse a
que la expresion de CAT y su actividad son dependientes de la especie (El
Mouatassim y cols., 1999). Nosotros no hemos obtenido diferencias de la
actividad CAT en funcién del tamano folicular; sin embargo, aumentan las

actividades GPx dependiente de selenio y las de la familia de las
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paraoxonasas, lo que sugiere que la defensa antioxidante en las etapas finales
de la maduracion folicular, al menos en humanos, correria a cargo de estas

actividades y no deCAT

Ademds, la actividad Se-GPx se correlaciond positivamente con el nUmero
de ovocitos totales y maduros. Se ha descrito que la actividad GPx, aunque
estd asociada con una disminucion de GSH, es mds efectiva para el ovocito
que la actividad catalasa (El Mouatassim y cols., 1999). La actividad GPx en los
foliculos que producen ovocitos que son fertilizados es mayor que en los que no
consiguen fertilizarse, sugiriéndose un papel del enzima en el proceso de
fertilizacion (Paszkowski y cols., 1995). No conocemos exactamente la isoforma
de GPx en el LF responsable de la actividad que hemos determinado. Se ha
descrito en la bibliografia que en la fase folicular aumenta la expresion de la
selenoproteina GPx4 en el oviducto (Lapointe y cols., 2005). Recientemente,
mediante aproximaciones protedmicas, se ha identificado GPx3 en el LF de

mujeres sometidas a estimulacién ovdarica (Oh y cols., 2017).

Se han publicado frabajos en los que se ha comprobado que en las células
de la granulosa de pacientes enroladas en terapia FIV los niveles de mRNA y de
las proteinas Cu/In-SOD, Mn-SOD y CAT disminuyen con la edad,
acumuldndose mayores cantfidades de ROS, y siendo una posible causa de
infertilidad (Tafone y cols., 2006). En el grupo de Pacientes de nuestro estudio
encontramos una correlacién positiva muy significativa entre la actividad CAR
y la tasa de fertilizacion, lo que sugiere la participacion de dicha actividad en la

fecundacion.

El liguido folicular estd enriquecido en proteinas, que son la principal diana
del ataque radicalario. El dano oxidativo de las proteinas puede provocar la
escisiéon del esqueleto polipeptidico y modificaciones de las cadenas laterales
de los aminodcidos que las constituyen. Existen varios tipos de modificaciones
oxidativas proteinicas inducidas directamente por ROS y mediadas por metales
de transicidén o indirectamente por reacciones con productos secundarios de
estrés oxidativo. Las proteinas oxidadas que no son reparadas normalmente se

degradan y son reemplazadas por nuevas proteinas. La determinacion de
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proteinas oxidadas in vivo es, por tanto, una estimacidn de los niveles
estacionarios que dependen de la velocidad de formacién, de la velocidad de
reparacidén y recambio y del aclaramiento de las proteinas diana de los
ataques radicalarios. En esta tesis doctoral describimos un método para
detectar y cuantificar biomarcadores de lesién oxidativa no enzimdtica de
proteinas del liquido folicular humano mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Por primera vez se han
detectado y cuantificado con precision en dicho fluido bioldgico las
concentraciones basales de 4 biomarcadores: 1) semialdehido glutdmico
(GSA), 2) semialdehido aminoadipico (AASA), ambos como marcadores de
lesion oxidativa directa, 3) carboxietil-lisina (CEL), como marcador de
modificacién secundaria a la lesién oxidativa de carbohidratos (glicoxidacion),
y 4) carboximetil-lisina (CML), como marcador mixto de glicoxidacién y de
modificacién secundaria a lesién oxidativa de dcidos grasos poliinsaturados

(lipoperoxidacion).

Hemos visto que en estado estacionario la lesidn oxidativa de proteinas
debida directamente a ROS es mayor que la procedente de la oxidacion
secundaria a productos de glicoxidacién y lipoperoxidacién (15%). Ademds, las
proteinas del liquido folicular contenian una cantidad mucho mayor de GSA
(producto que deriva principalmente de las modificaciones oxidativas en Arg y
Pro) que de AASA (derivado de las modificaciones oxidativas en Lys). El grado
de oxidacion proteinica reflejado por estos marcadores dependerd de su
composicidn en estos aminodcidos y de la accesibilidad de los mismos al

agente prooxidante.

En este trabajo hemos visto diferencias significativas en el tipo y grado de
lesion de las proteinas dependiendo del grupo poblacional. Asi, las Pacientes
presentan un aumento de los marcadores de oxidacidn como consecuencia
de la glicoxidacién (CEL), siendo similar en ambos grupos el dano proteinico
derivado de procesos lipoperoxidativos. Respecto a lesiones proteinicas
debidas a la exposicidon directa a ROS mediada por metales de transicion, en
Donantes hay un aumento de los marcadores de oxidacion en residuos de

prolina y arginina (GSA), mienfras que en Pacientes aumentan las
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modificaciones oxidafivas en residuos de lisina (AASA). Por ofro lado, las
pacientes que concluyen un ciclo productivo (consiguen embarazo) presentan
menores niveles de lesion oxidativa en los aminodcidos prolina y arginina, y

mayor modificacion oxidativa de lisinas.

Las modificaciones oxidativas de las proteinas pueden causar cambios
estructurales y funcionales, y afectar a las actividades enzimdaticas, asi como
interferir en las vias de senalizacién (Uchida y Stadtman, 1992; Monroy y cols.,
2013).

Desconocemos el significado de lasdiferencias existentes en el perfil de
lesidon proteica en nuestro estudio v si las proteinas danadas asociadas a estos
marcadores realmente desempenan funciones especificas en el proceso
reproductor. La modificacion del proteoma folicular por compuestos reactivos
induce un estrés oxidativo y quizds disfuncidn. Asi, estas modificaciones
oxidativas de las proteinas podrian jugar un papel en la fisiologia de la
reproducciéon y en patologias asociadas a la infertilidad. Sin embargo, existen
dudas por resolver, como saber si existen proteinas que sean dianas preferentes
de estas modificaciones no enzimdticas y si el grado de lesidén proteinica es
suficiente para explicar las disfunciones. En este contexto la determinacién de
los niveles de un marcador dado en estado estacionario no nos permite
discernir si se estdn danando proteinas especificas, determinantes para el
proceso reproductivo. La identificacion de las proteinas especificas
modificadas y el conocimiento de los cambios funcionales asociados vy las
consiguientes implicaciones fisiopatoldgicas en la reproduccién suponen en si
un tema de investigacion por desarrollar con implicaciones directas en las

técnicas y en los resultados de la reproduccion asistida.
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6. CONCLUSIONES

1. Existen diferencias significativas del estado antioxidante del liquido folicular

entre foliculos en desarrollo y maduros, que se manifiestan principalmente en
que al aumentar el tamano folicular aumentan la actividad antioxidante fotal
(TAC), la capacidad absortiva de radicales del oxigeno (ORAC), el éxido nitrico,
las actividades de los enzimas antioxidantes de la familia PON (arilesterasa,
paraoxonasa, metilparaoxonasa y simvastatinasa) y la actividad glutatién
peroxidasa dependiente de selenio (Se-GPx). Estas diferencias se dan en la
poblacion sana (Donantes) y en menor medida en Pacientes. Los datos indican
la importancia de mantener un estado reducido del liquido folicular para la

correcta maduracion del foliculo.

2. Diversos marcadores del estado antioxidante del liquido folicular se
asocian a pardmetros de fertilidad tras un ciclo de estimulacion ovdrica
confrolada. En particular, las actividades Se-GPx, arilesterasa, paraoxonasa y
metilparaoxonasa se correlacionan positivamente con el nUmero de ovocitos
totales y maduros en Donantes, y la actividad CAT con la tasa de fertilizacion

en Pacientes.

3. El enzima GST presenta un perfil de actividad distinto al del resto de
enzimas. Asi, la actividad GST disminuye al aumentar el tamano del foliculo.
Estos datos sugieren que este enzima podria tener un papel relevante en las
primeras etapas del desarrollo folicular, actuando como eliminador de

xenobidticos (funcién desintoxicadora).

4. Existen diferencias significativas enfre Donantes y Pacientes de los niveles
foliculares de alfa-tocoferol (aumenta en Pacientes), de la TAC y de la
actividad PONS3 simvastatinasa (ambas disminuyen en Pacientes). Sin embargo,
a pesar de su menor actividad, la proteina PON3 intrafolicular es mds
abundante en Pacientes que en Donantes. Estos resultados sugieren un papel
novedoso de PON3 en la fertilidad, y animan a profundizar en el conocimiento

de esta familia de enzimas y su papel en la reproduccidon humana.
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5. No existen diferencias de los marcadores antioxidantes del liquido folicular
nombrados anteriormente entre ciclos productivos y no productivos, al menos

para el tamano muestral que se ha utilizado en este estudio.

6. Se ha puesto a punto un método para la deteccién y cuantificacion de
marcadores de diferente fipo de lesibn oxidativa de proteinas del liquido
folicular humano, mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). Por primera vez se ha determinado en dicho
fluido bioldgico la concentracion basal de GSA y AASA, como marcadores de
lesion oxidativa directa, CEL, como marcador de lesion oxidativa de por
glicoxidacién, y CML, como marcador mixto de lesidbn oxidativa por

glicoxidaciény por lipoperoxidacion.

7. La lesidbn oxidativa proteinica basal mds abundante se debe a la
exposicion directa a ROS mediada por metales de transicibn y en menor

medida a procesos derivados de la glicoxidacion y lipoperoxidacion.

8. Existen diferencias en el tipo de lesidbn oxidativa de proteinas del liquido
folicular entre Donantes y Pacientes, presentando las Pacientes un mayor dano
proteinico derivado de procesos de dlicoxidacion (CEL). Respecto a la
oxidacién directa por ROS, las proteinas del liquido folicular de Pacientes sufren
mayores modificaciones oxidativas en residuos de lisina y menores lesiones en

residuos de prolina y arginina que las Donantes.

9. Existen diferencias en el grado de lesién oxidativa directa de proteinas del
liguido folicular entre ciclo productivo y no productivo. Asi, los ciclos productivos
se asocian a una menor lesidn oxidativa en residuos de prolina y arginina, y a
una mayor modificacién oxidativa en residuos de lisina. Los datos sugieren que
el dano oxidativo de lisinas proteicas, reflejado en un aumento de los niveles del

biomarcador AASA, no es critico para la consecucion de embarazo.
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ABSTRACT

The paraoxonases (PONs) are antioxidant enzymes associated with beneficial effects against several
diseases and some exposures. However, little is known on the role of PONs in human reproduction.
This work was conducted to analyze whether there was any association between the activities of the
PON enzymes (1, 2, and 3) with the follicular size and fertility parameters in assisted reproduction.
The study included 100 subfertile women (patients) and 55 proven fertile women (oocyte donors),
all subjected to a controlled ovarian stimulation cycle. Follicular fluid from small (diameter < 12
mm) and large (diameter > 18 mm) follicles was collected from each woman. PON1 arylesterase
and paraoxonase, PON2 methyl paraoxonase and PON3 simvastatinase activities from both donors
and patients were significantly higher (P<.001) in follicular fluid from large follicles compared with
small ones. In large follicles PON3 activity was significantly higher (P<.01) in donors compared
with patients. There was a positive correlation between PONT1 arylesterase and paraoxonase with
the number of retrieved oocytes in donors. PONs were quantified in follicular fluid by
immunoblotting. This is the first evidence of the increase in the activities of PONs with follicle size,

thus providing indirect evidence for the role of PONs in follicle maturation.

Keywords: paraoxonase; antioxidant; assisted reproduction; follicular fluid; ovarian stimulation.
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Introduction

Reactive oxygen species (ROS) and antioxidants are involved in the regulation of reproductive
processes, such as the corpus luteum cycle, as well as changes in the endometrium, the follicular
development, ovulation, fertilization, embryogenesis, embryo implantation and placental
differentiation and growth (Al-Gubory et al., 2010; Shkolnik et al., 2011). In previous work we
described that in subfertile women undergoing an IVF cycle, the treatment leading to the ovarian
stimulation was associated with an increased production of ROS (Aurrekoetxea et al., 2010). Thus,
serum resistance to in vitro oxidation, in terms of the lag time (time to attain the maximal oxidation
rate), the total antioxidant capacity, and the levels of a- and y-tocopherol were significantly reduced
at the end of the IVF cycle (at the ovarian stimulation stage) compared with the basal values at the
beginning of the cycle, and the variation of the serum oxidation rate in the lag phase emerged as a
predictor of pregnancy. In contrast, excessive ROS production has a negative impact on
reproductive processes such as spontaneous abortions, embryopathies, preeclampsia or fetal growth
restriction (Al-Gubory et al. 2010).

Differences in biochemical parameters occurring in reproductive tissues and fluids may be
reflected in the systemic circulation. However, changes of these markers that take place in other
tissues may mask the actual changes occurring in the gonads. Therefore, ovarian follicular fluid
represents a better choice than the blood as a source for detecting these differences. The follicular
fluid is in part an exudate of serum, since small proteins and lipoproteins can diffuse freely through
the follicular wall, but the fluid also contains substances produced locally by follicular cells. High
density lipoproteins (HDL) are the sole lipoprotein particles in human follicular fluid (Fujimoto et
al., 2010), and provide cholesterol for de novo steroidogenesis (Li et al., 2001). In blood these
lipoproteins also moderate the levels of free radicals by limiting oxidative damage of cells and other

lipoproteins (Mackness and Durrington, 1995; Aviram and Rosenblat, 2004).

The paraoxonase (PON) gene family is composed of three members (PON1, PON2, and
PON3) that share considerable structural homology and are located in tandem on chromosome 7 in
humans, and exhibit antioxidative properties (Aviram and Rosenblat, 2004). PON1 is found in
serum and circulates in blood bound to HDL. This enzyme hydrolyzes the oxon forms of several
organophosphorus compounds used as insecticides (paraoxon, chlorpyrifos oxon, diazoxon), as well
as nerve agents; however, the protection is significant only for diazoxon and chloropyrifox oxon.
Two polymorphisms in the coding region of the PON! gene have been thoroughly studied. Human
PONI displays a polymorphism at position 192 (Q192R) toward paraoxon, rendering enzyme
alloforms with very different activities. The three phenotypic groups: QQ, QR, and RR, represent
low, intermediate, and high PON1 paraoxonase activity, respectively (Richter et al. 2009).
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Mackness et al. (1991) were the first to demonstrate that purified human PON1 could inhibit
LDL oxidation in vitro. Other studies have reported that PON1 both prevents the formation of
oxidized LDL and inactivates LDL-derived oxidized phospholipids once they are formed. PON1
also protects phospholipids in HDL and cells from lipid oxidative modifications (Negre-Salvayre et
al., 2006; Costa et al., 2003). These data suggest that one physiological function of PON1 appears
to be the metabolism of toxic oxidized lipids. PONs can also hydrolyze a number of lactone-
containing pharmaceutical compounds (Draganov et al., 2005). PON2 and PON3 lack paraoxonase
or arylesterase activities but are similar to PONT1 in that both hydrolyze aromatic and long-chain
aliphatic lactones. PON3 in particular hydrolyzes widely used drugs such as the statin lactones
lovastatin and simvastatin (Draganov, 2007). Both PON2 and PON3 have antioxidant properties;
PON3, similarly to PONI, is predominately expressed in the liver and is associated with HDL.
PON2 is more widely distributed and provides antioxidant protection in the mitochondria and
endoplasmic reticulum and outer membrane (Ng et al., 2001; Devarajan et al., 2011; Hagmann et
al., 2014; Furlong et al., 2016). In this work we have determined the activities of the paraoxonases
in follicular fluid from large and small follicles, in order to asses any possible role of PON activities
in follicle growth, and we have also compared the activities from large follicles in patients with
those of a control group (oocyte donors with proven fertility) in order to examine any relationship

with fertility parameters in in vitro fertilization/intracytoplasmic sperm injection (IVE/ICSI).

Materials and methods

Study design and study population

This is a prospective case-control study including 155 women that were recruited at the Valencian
Institute of Infertility in Bilbao (www.ivi.es, Vizcaya, Spain). The control group (Donor) comprised
fertile women (with at least one child alive), who entered to the Egg Donor Program of the clinic
(N=55), and the study group (Patient) were women with fertility problems, who went to the clinic to
undertake an IVF/ICSI therapy (N=100). Criteria for participation in the study were: 1) no vitamin
supplementation, 2) no cardiovascular medical history, 3) no hypertensive disorder, 4) no metabolic
disease, 5) no polycystic ovary syndrome, and 6) no endometriosis.

Egg donors were women with these inclusion criteria: age 18-35 years, body mas index (BMI)
18-29 kg/m?, regular menstrual cycle of 26-35 days. The main exclusion criteria were: abnormal
karyotype and recurrent miscarriage.

An additional cohort of eighteen women participated in the study to determine the relationship
between serum and follicular fluid for PON1 and PON3 concentrations and activities.

All women underwent gonadotropin stimulation according to clinical protocol that has been

previously described (Soares et al., 2005). Transvaginal ultrasonography and serum estradiol levels
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were performed routinely during ovarian stimulation to assess ovarian follicle maturation. Follicular
puncture was performed by transvaginal aspiration 36 h after hCG administration.

Antral follicle count (AFC) was the total number of follicles with a diameter between 2 and 10
mm in both ovaries on day 15 before the start of stimulation, as measured by transvaginal
ultrasound. Clinical pregnancy was confirmed by measuring -hCG concentrations and sonographic
evidence of an intrauterine gestational sac after embryo transfer. Live birth was defined as a birth of
an infant as a result of an ovarian stimulation cycle. In this study, a multiple pregnancy was

regarded as one pregnancy.

Sample collection

In each patient, follicular fluid from large (diameter > 18 mm), and small follicles (diameter < 12
mm) were obtained. The follicular fluids from two contralateral follicles of the same size were
individually aspirated. Follicle flushing was not performed. Fluids were visually tested for blood
contamination and samples contaminated with blood were discarded. Immediately after removal of
the oocytes, the two samples of the same size were pooled and centrifuged at 3000 g for 10 min to
remove debris and granulose cells. The follicular fluid supernatant was then transferred to sterile
polypropylene tubes and stored in liquid nitrogen. The tubes were carried to the university
maintaining the cold-chain, and kept at -80 °C until analysis. The Free Radicals and Oxidative

Stress (FROS) research group of the university (www.chu.eus/radicaleslibres/) was responsible for

the biochemical analyses and was blinded to the clinical outcomes during the assay procedures. At

the moment of oocyte retrieval, serum and follicular fluid were obtained from the same woman.

Ethical approval

The Ethics Committee of the University UPV/EHU (Ethics Committee for Research involving
Human Subjects, CEISH) approved the human subject protocols (CEISH/96/2011/RUIZLARREA,
M30 2015 187 RUIZ LARREA), and the study was performed according to the UPV/EHU and
IVI-Bilbao agreements, Ref. 2012/01 and IVI 02 2015 RUIZ LARREA. The project complies with
the Spanish Law of Assisted Reproductive Technologies (14/2006). Written informed consent was

obtained from all trial subjects for participation in the study.

PONI activities

Due to the wide range of substrates PON1 is able to hydrolyze, different methods for determining
PONI activity have been described in the current literature. In this study, both paraoxonase activity
(using diethyl p-nitrophenyl phosphate —paraoxon— as substrate) and arylesterase activity (using
phenylacetate as substrate) were analyzed. The enzyme activities were measured
spectrophotometrically based on the method described by Furlong et al. (1989) adapted to 96-well

plates. All reactions were performed in triplicate.
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PONI paraoxonase activity
Forty microliters of follicular fluid 1:20 diluted in buffer was added per well to 60 pul of working
buffer (225 mM Tris-HCl, 2.25 mM CaCl,, and 2.14 M NaCl, pH 8.5). The reaction was started by
the addition of 100 pl of 6 mM paraoxon (200 ul final volume). The reaction was followed at 37 °C
by monitoring the change in absorbance at 405 nm every 52 seconds for 12 min. Blanks were
included to correct for the spontaneous hydrolysis of paraoxon. Reaction rates were derived from
the corresponding slopes. Results were expressed as nmol/min/ml by applying the experimental

molar extinction coefficient of 10.104 mM™" for p-nitrophenol.

PONI arylesterase activity
Forty microliters of follicular fluid diluted 1:500 in buffer was added per well to 60 pul of the
reaction buffer (9 mM Tris-HCI, 1 mM CaCl,, pH 8). The reaction was started by the addition of
100 pl of 24 mM phenyl acetate in the reaction buffer (200 pl total volume). The reaction was
followed at 37 °C by monitoring the change of absorbance at 270 nm every 50 seconds for 10 min.
Blanks were included to correct for the spontaneous hydrolysis of phenyl acetate. Reactions rates
were derived from the corresponding slopes and the results were expressed as pmol/min/ml by

applying the experimental molar extinction coefficient of 0.8197 mM™" for phenol.

Paraoxonase to arylesterase ratio
PONI phenotype can be determined by kinetic enzyme assays. The paraoxonase/arylesterase ratio
was calculated for each woman, and this ratio was used to classified PON1 192 phenotypes

(Eckerson et al., 1983).

PON?2 activity

PON?2 activity was determined using methyl paraoxon as the substrate. PON2 methyl paraoxonase
activity was measured spectrophotometrically by a method adapted to 96-well plates. The reaction
buffer consisted of 225 mM Tris-HCI, 2.25 mM CaCl,, and 2.14 mM NaCl, pH 8.5. Forty
microliters of follicular fluid 1:20 diluted in buffer was added to 60 ul of reaction buffer per well in
triplicate. Blanks were included to correct for the spontaneous hydrolysis of methyl paraoxon. The
reaction started by the addition of 100 ul of 6 mM methyl paraoxon (200 pl total volume). The
reaction was followed at 37 °C by monitoring the change of absorbance at 405 nm every 52 seconds
for 12 min. Reactions rates were derived from the corresponding slopes. Results were expressed as
nmol/min/ml by applying the experimental molar extinction coefficient of 10.104 mM™ for p-

nitrophenol.

PON3 activity
The determination of PON3 activity was carried out according to Suchocka et al. (2006) with
modifications to adapt the method to follicular fluid samples. The PON3 protein does not show the

capacity to hydrolyze paraoxon and has a very low arylesterase activity; however, the enzyme
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exhibits lactonase activity on lovastatin and simvastatin compounds. The method measures the
lactonase activity of PON3 using simvastatin lactone (SVL) as substrate. PON3 converts simvastatin
lactone to its acid form (8,5-dihydroxyacid simvastatin, SVA). Both the substrate (SVL) and product
(SVA) of the reaction were separated by reverse-phase HPLC and the reaction rate was estimated by
the product UV-quantitation (see “Supplemental Material”).

The intra- and interassay coefficients of variation (CV) for the enzyme activities were as
follow: 2.9% and 5.4% for PON1 paraoxonase, 2.3% and 5.1% for PON1 arylesterase, 3.0% and
5.2% for PON2 methyl paraoxonase, and 6.4% and 8.6% for PON3 simvasatatinase. The minimal
levels of quantitative detection were 500 nmol/min/ml for PON1 arylesterase, 60 nmol/min/ml for

PONI1 paraoxonase, 10 nmol/min/ml for PON2, and 0.2 nmol/min/ml for PON3 activity.
Low-abundance protein enrichment from follicular fluid

The presence of major proteins (for example, albumin) in follicular fluid makes the detection of
minority proteins (PON2) extremely challenging. Before the analysis of PON2 by western blot,
follicular fluid samples were processed with the ProteoMiner Protein Enrichment Large-Capacity
commercial kit (Bio-Rad, Madrid, Spain). The columns contained in the kit remove a large
proportion of the major proteins in a complex mixture, which facilitates the detection of less
abundant proteins. The sample is mixed with the column-containing mixture of hexapeptides
attached to chromatographic beads. Major proteins rapidly saturate their hexapeptide ligands, and
excess proteins can be washed, while minor proteins remain bound to their ligands by concentrating
on the chromatographic support. The procedure was performed as indicated by the manufacturer.
The storage solution of the column was removed and the column was washed twice with phosphate-
buffered saline (150 mM NaCl, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4, washing buffer). Follicular fluid (1.8
ml) was applied to the column, and remained rotating for 2 h at room temperature. Afterwards, the
column was washed twice with washing buffer to remove the excess of unbound proteins. Finally,
the proteins bound to the ligands were eluted by the addition of 200 pl of 4 M urea, 1% CHAPS,

and 5% acetic acid.

PON1, PON2 and PON3 quantification by western blot

Enriched and non-enriched follicular fluid samples, serum and human recombinant PON1, PON2
(ProsPec-Tany TechnoGene Ltd., Ness Ziona, Israel), and PON3 proteins (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) were denatured in Laemmli buffer 5x (300 mM Tris-HCI, 50% glycerol, 10%
sodium dodecylsulfate, 250 mM dithiothreitol, and 0.01% bromophenol blue, pH 6.8) (Laemmli
1970). Proteins were separated by vertical slab gel electrophoresis with a resolving gel of 12%
polyacrylamide and a stacking gel of 4% polyacrylamide under denaturing conditions in 25 mM
Tris-HCI, pH 8.3, buffer containing 192 mM glycine and 0.1% SDS. Electrophoresis was developed
for 90 min at constant voltage of 175 V for PON1, and 240 min at a constant voltage of 100 V for
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PON2 and PON3. In order to analyze PONI1, after electrophoresis, the separated proteins were
transferred onto PVDF membranes (Immobilon-P, Millipore, Spain) by electroblotting in a semi-
dry transfer device (Bio-Rad, Madrid, Spain) with constant amperage (1 mA/cm?) for 1 hour. In the
case of PON2 and PON3, a wet transfer was performed; proteins were transferred onto PVDF
membranes in a mini trans-blot module (Bio-Rad, Madrid, Spain) with constant voltage (26 V) for
16 h at 4 °C. After blocking for 1 h at room temperature in TTBS buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.5,
150 mM NaCl and 0.05% Tween20) and 5% skimmed, membranes were incubated overnight at 4
°C with the corresponding primary antibody (R&D System, Abingdon, UK) at dilutions of 7:7000,
6:7000 and 6:7000 for the detection of PON1, PON2 and PON3, respectively. After extensive
washing in TTBS to remove the residual primary antibody, membranes were probed with the
secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase (R&D System, Abingdon, UK) for 1 h at
room temperature. The immunoreactive proteins were detected by incubation with the Clarity
Wetern ECL substarte (Bio-Rad, Madrid, Spain), and the blots were imaged by scanning with the
C-DiGit LI-COR blot scanner (Bonsai Advanced Technologies, Madrid, Spain). Quantitative data
were derived from the corresponding standard curve on each electroblotting. No cross-reactivity

was observed for the PON antibodies (Fig. 1).

Statistical analyses

Sample size was calculated for a significance level of 5% and a power higher than 80% to detect a
difference between means higher than 15%. StatMate for Windows (GraphPad Software, USA) was
used for sample size calculations. Univariate descriptive statistics (mean, standard deviation, and
frequency) and bivariate (Student’s t test, Mann-Whitney and Wilcoxon) were performed.
Statistical comparisons for categorical variables were performed using the Chi-square test. The
Kolmogorov-Smirnov test was used to assess if the variables followed a normal distribution. The
Student’s t test for independent samples and its non-parametric equivalent (Mann-Whitney) were
applied to compare the Donor and Patient groups in terms of anthropometric and biochemical
variables. The Student’s t test for paired samples and the Wilcoxon test (nonparametric equivalent)
were applied to compare large and small follicles within each group (Donor and Patient), and
between serum and follicular fluid. Associations among quantitative variables were analyzed using
the Pearson’s correlation coefficient. All of the tests were bilateral, with a significance level of
P<.05. Stepwise forward multiple linear regression analysis was used for the evaluation of group,
age, body mass index, number of retrieved oocytes, and fertilization rate as predictors of the

intrafollicular PON3 activity.
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Results

The characteristics of the study population are shown in Table 2. The mean age of the patients was
significantly higher than that of the donors (P<.001). The body mass index was similar in both
groups. As regards smoking habits, no differences were found in the percentage of smokers between
donors and patients. Among the patients, the infertile etiology included 9.8% recurrent pregnancy
loss, 4.9% tubal factor, and 6.9% genetic factor. Unexplained infertility was 78.4%. Some type of
male infertility in combination with other causes was found in 58% of the cases.

After an ovarian stimulation cycle, large and small follicles were obtained from each woman,
and the follicular fluid was separated from oocytes. The different activities of PON1, PON2, and
PON3 were measured in follicular fluid from follicles of both sizes (Fig. 2). There were no
statistically significant differences in PON activities between smokers and non-smokers, so this
criterion was not considered for subsequent comparisons. Arylesterase showed the highest activity,
three orders of magnitude higher than paraoxonase, methyl-paraoxonase, and simvastatinase
activities. Highly significant differences depending on the follicle size were found for all studied
PON activities. In all cases the activities were markedly higher in large follicles, compared to small
ones, suggesting a role for PON in ovarian follicle maturation. In the case of PON3, very significant
differences were found between donors and patients for large follicles (P<.01), with PON3 activity
being 20.7% higher in donors than in patients (16.3 £ 1.0 versus 13.5 £ 0.5 nmol/min/ml). Values
remained significantly different after adjusting for age, body mass index, number of retrieved
oocytes, and fertilization rate (Table 3).

The phenotype distribution of the Q192R polymorphism of PON1 was analyzed. The
cumulative distribution of women with respect to the ratio of paraoxonase/arylesterase activity
revealed a trimodal distribution, in which the three QQ (ratio <2.0), QR (ratio >2.0 and <6.0), and
RR (ratio >6.0) genotypes could be assigned (Fig. 3). The distribution of the phenotypes was not
significantly different between donors (43.6% QQ, 47.3% QR, and 9.1% RR) and patients (45.4%
QQ, 45.4% QR, and 9.2% RR). The polymorphism clearly showed an influence on the paraoxonase
activity, with an increasing activity in the order QQ<QR<RR (Fig. 4). However, when the effect of
the polymorphism was taken into account, no significant differences were found between donors

and patients (Fig. 5).

We identified and quantified PON proteins in follicular fluid by western blot. As described in
Materials and Methods, PON2 was quantified after depletion of high abundant proteins in follicular
fluid samples. On each gel a standard curve was derived from increasing concentrations of human
recombinant proteins expressed in E. coli, all of them with an additional His-tag. The apparent
molecular weights for PON proteins in follicular fluid calculated from the blots using molecular

weight markers were 45 kD (PON1), 42 kD (PON2), and 39 kD (PON3). Theoretical values for
9
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these proteins vary from 38 to 39.7 kDa. The higher molecular weight for PON1 in follicular fluid
responds to the extensive post-translational modifications (Marsillach et al., 2010). Data derived
from glycoproteomic analysis suggest some glycosylation in PON2 and PON3 (Liu et al. 2005;
Chen et al. 2009). Results revealed that PON1 was the most abundant protein, about fifteen times
more concentrated than PON3, and 1,500-fold than PON2 (Fig. 6).

Since PON1 and PON3 are proteins secreted in the blood and follicular fluid is in part a
plasma exudate, these proteins were quantified in both serum and follicular fluid from the same
woman, and the enzyme activities were analyzed, as well. Results indicated that there were no
statistically significant differences in the concentration of PON1 between serum and follicular fluid
(Fig. 7). However, the amount of PON3 was markedly higher in serum than in follicular fluid.
Regarding enzyme activities, PON1 arylesterase and paraoxonase significantly increased in serum
compared with follicular fluid (p<0.001). In the case of PON3, despite its higher concentration in

serum, no differences in simvastatinase activity were found between both fluids (Fig. 8).

Oocytes were harvested and the total and metaphase II (MII)-stage oocytes were counted.
Most of matured oocytes were subjected to ICSI (59%) or mixed ICSI/IVF (15%), while the rest
(26%) were criopreserved by vitrification (Martinez-Burgos et al. 2011). The fertility parameters
are shown in Table 3. As expected, the mean antral follicle count (AFC) was higher in donors than
in patients (P<.001). Correlation analysis showed that AFC was positively correlated with the
number of retrieved oocytes (R=0.445, P<.001) and MII-stage oocytes (R=0.448, P<.001), and
inversely with the woman’s age (R=-0.409, P<.001). The mean number of retrieved oocytes and
MIl-stage oocytes were markedly higher (P<.001) in donors than in patients. However, the
fertilization rate was similar in both populations (Table 3).

Pearson’s correlation analyses were performed in order to study possible associations between
the biochemical parameters and fertility outcomes. Only those correlations that were statistically
significant in the donor and patient populations are shown in Fig. 9. In donors, positive correlations
(P<.05) were found between PON1 arylesterase and paraoxonase activities with the total number of
retrieved oocytes. Values adjusted for age gave the same statistical significances. These correlations
were lost in the patient population. In this group none of the activities of the PON system differed
depending on the pregnant condition; around 50% of women receiving an embryo transfer became

pregnant after only one IVF cycle.

Discussion
The major aim of this work was to examine the role of the PONSs in the follicular fluid in relation to
follicle maturation, and compare these markers in subfertile women with those in a control group

(oocyte donors with proven fertility) in order to establish any relationship with fertility parameters

10
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in IVF/ICSI. Follicular size and serum concentration of oestradiol are commonly used as indicators
of oocyte maturity, and larger follicles yield oocytes with increased developmental capacity and
fertilization rate than those yielded by smaller follicles in IVF (Ectors et al., 1997; Bergh et al.,
1998). The fluid from large follicles is distinct in biochemical nature from that from small follicles,
probably reflecting differences in the maturational stage of the follicles (Thomas et al. 2000). In the
present work, we report that PON1 paraoxonase and arylesterase activities, PON2 methyl
paraoxonase, and PON3 simvastatinase were significantly higher in the follicular fluid of large
follicles compared with small ones both from fertile and subfertile women. Moreover, PON3
activity was dramatically higher in follicular fluid from fertile women than from subfertile ones.
These data provide evidence for a possible role of the PONS in follicle development. To the best of
our knowledge, this is the first study focusing on the measurement of PON activities in relation to
this aspect of human reproduction. In a pilot study, the group of Browne et al. (2008) analyzed the
PON1 and PON3 activities in human follicular fluid in connection with HDL particles contained in
this ovary fluid, and suggested a role for PON arylesterase activity in early embryo development. In
the present study we report in the donor population a clear correlation between PONI1 arylesterase
and paraoxonase activities with the number of retrieved oocytes. Certain antioxidants (such as
melatonin) in the growing follicle may be important factors in avoiding atresia, and, thus, allowing
follicle growth and, therefore, oocyte growth (Cruz et al., 2014). Perhaps the different antioxidant
status, particularly PON3 antioxidant activity, in the follicles between the donor and patient groups
could account for the different correlation findings on the studied populations. Oocyte growth
involves an increase in the number of mitochondria, where oxidative phosphorylation takes place in
order to produce the required energy for oocyte maturation from the germinal vesicle stage
(Eichenlaub-Ritter et al., 2011). Mitochondria are the main organella responsible of ROS
production in the cells, so that ROS generation must be tightly controlled by antioxidant systems.
Remarkably, both PON2 and PON3 proteins have been detected in mitochondria (Devarajan et al.,
2011; Schweiket et al., 2012). Oxidative stress in the oocytes caused by excess ROS must be
limited in order for a good embryo to be produced. The present data show associations that do not
necessarily imply causal effect; thus, further studies with humans and mammals are needed to
establish causality.

To what extent the differences found in PON activities between small and large follicles are
not due to an increased vascularization during follicle maturation are not actually known. In a
parallel study we have characterized the activities and mass expression of the extracellular PON1
and PON3 proteins, and showed no correlations of the enzymes concentrations and activities
between the two fluids. These results on PONs expression suggest that the activities determined in
the present report do not simply reflect an increased HDL infiltration rate, but indicate that PON1
and PON3 are subjected to strict control in the follicular fluid. PON2 was also detected in follicular

11
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fluid. Using a proteomic approach Angelucci et al. (2006) identified PON1 and other proteins with
antioxidant activities in relatively high amounts in follicular fluid of normovulatory women. The
authors suggest that these enzymes probably assist in the protection of the follicle from oxidative
stress during ovulation. Recently, it has been reported the expression of the three PON isoenzymes
in granulosa cells of dairy cows (Schneider et al. 2013), although so far there are no data concerning
PONss expression in these ovary cells in women.

One limitation of the present study is the use of pooled follicular fluid, loosing the presumed
variability of the analyzed biochemical parameters between individual follicles. However, in all
cases the samples came from the same number of follicles, and the measured enzyme activities have
an estimated variability between women higher than between follicles (Bloom et al., 2014). The
observed intrafollicular changes detected in the PON antioxidant system with follicular maturation
would assess the normal oocyte development inside the follicle. One advantage of this work is that
each sample from large and small follicles came from the same woman, i.e. the statistical analysis
has been performed for paired data, thus reducing the variability of mean values when independent
groups with different subjects are used.

No significant differences in intrafollicular PON1 mean activities were found between donors
and patients. This lack of differences was not due to a dissimilar frequency of the PON1 Q192R
polymorphism between both populations. Regarding the statistically significant differences found
for PON1 activities between small and large follicles, these changes are independent on the
polymorphism, since follicle samples of different sizes came from the same woman.

Previous reports in the literature have shown the relationship between the paraoxonases and
diseases such as atherosclerosis, hypercholesterolemia and obesity, attributed to their antioxidant
activity against lipid oxidation (Martinelli et al., 2012; Krzystek-Korpacka et al., 2013; Abello et
al., 2014). However, little is known on the role of the antioxidant PON enzymes in reproduction and
female infertility. The physiological roles of PONs may include the detoxification of lactones
(exogenous or endogenous lactones derived from oxidized lipids) and organophosphates, although
the physiological substrate(s) of PONs are unknown. It has been shown that purified recombinant
human PONs hydrolyze estrogen esters at position 3 of the steroid A-ring. Estrogen esters are
substrates for the PONs and are very efficiently hydrolyzed, particularly by PON3 (Teiber et al.,
2007). In addition to the key role as hormones, estrogens can act as antioxidants (Moosmann and
Behl, 1999; Borras et al. 2010). Nevertheless, they require a free phenolic hydroxyl group to exhibit
their antioxidant properties, the corresponding 3-esters having a dramatically reduced antioxidant
activity (Tikkanen et al., 2002). The ability of PONs to hydrolyze esters of phenolic compounds
will result in their conversion to more potent antioxidant species and this may represent a potential
mechanism by which PON1/3 could confer antioxidant properties to HDL, the lipoprotein particle

present in follicular fluid. Moreover, the mean estradiol ester concentration in follicular fluid in
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pregnancy is higher than 100 nmol/l, a much higher amount than that reported in plasma, where it
varied from 40 pmol/l (first trimester) to 400 pmol/I (third trimester) (Vihma et al., 2001; Larner et
al., 1993). It has been proposed that PONs may hydrolyze estrogen 3-esters, which are likely to be
sequestered by HDL due to their hydrophobic nature, resulting in the unmasking of their antioxidant
capacity (Teiber et al., 2007).

The role of PON2 in physiology has been poorly documented, though there is evidence
relating its presence with the control of mitochondrial ROS production (Devarajan et al., 2011) and
neuroprotection (Giordano et al., 2013). PON2 also acts as a chain breaking agent in the
propagation step of lipid peroxidation at the cell membrane (Hagmann et al., 2014). As it has been
mentioned above, PON2 is an intracellular protein in various cell types. In our study, PON2 was
detected at very low concentrations in follicular fluid. Although it has been reported that methyl
paraoxonase activity is more specific for PON2 than PON1 (Bar-Rogovsky et al. 2013), the low
intrafollicular PON2 concentration makes it possible that the detected methyl paraoxonase activity
could be ascribed to PON1. Most data on PON3 are related to its role in the prevention of LDL
oxidation, with a minor attention of PON3 in fertility. However, disruption of the Pon3 gene causes
embryonic lethality in mice (Kempster et al., 2012).

It has been reported that hyperhomocysteinemia may affect the reproductive process within
various levels (Ocal et al., 2012). The major cause of homocysteine (Hcy) toxicity is thought to be
Hcy metabolites. Specifically Hey-thiolactone, whose synthesis increases with an increase in Hcys
levels, is a reactive metabolite that causes protein N-homocysteinylation, thus impairing protein
function (Jakubowski, 2010). Under physiological conditions, PONs degrade Hcy-thiolactone,
among other compounds (She et al., 2012). The Hcy-thiolactonase activity of PON is a determinant
of plasma N-Hcy-protein levels, leading to the conclusion that PON protects proteins against N-
homocysteinylation in vivo (Perla-Kajan and Jakubowski, 2010). The reported differences in
intrafollicular PON status in this paper and the possible role that these enzymes play in the follicular
fluid protection from Hey-triggered toxicity and the outcomes in reproduction needs to be
unravelled.

From the present study, significant differences in age were observed between donors and
patients, fertile women being significantly younger than patients. The PON1 paraoxonase activity
from plasma and serum has been reported to vary with age (Milochevitch and Khalil, 2001; Seres et
al., 2004). Serum PONI paraoxonase significantly decreased with age, while the enzyme
concentration in the serum remained unchanged (Seres et al., 2004). In our study, no correlations
were observed between follicular fluid PON1 activities (arylesterase or paraoxonase) and the age
(range of the study, 19-46 years). In the work described by Seres et al. (2004), the recruited
population was aged between 22 and 89 years, thus being a wide range to observe differences in
PONI1 paraoxonase which could be related to the development of oxidative stress conditions with
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aging. When adjusted for age, we found very significant variations of follicular PON3 activity
between donors and patients, with PON3 simvastatinase activity being lower in patients, ruling out
the age as the explaining factor for PON3 activity differences.

In conclusion, this is the first report showing that the activities of PONSs are increased in large
follicles compared with small ones from either fertile or subfertile women undergoing a controlled
ovarian stimulation cycle. From the data shown, a role of PONs in follicle maturation can be drawn.
The activity of PON3 was higher in follicles from fertile women than from patients, thus suggesting
the involvement of the enzyme in fertility. PONI activities were associated with the number of total

oocytes, providing indirect evidence of the involvement of the redox balance in follicle growth.
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Table 1. Characteristics of the study populations

Donor Patient P value

Age (years), (mean = SD) 279+4.0 38.0+3.8 P<.001

BMI (kg/m?), (mean + SD) 233+£26 228+19 NS
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Smoking
YES (%) 39 26 NS
NO (%) 61 74 NS

Causes of infertility

Recurrent pregnancy loss (%) 9.8
Tubal factor (%) 4.9
Genetic factor (%) 6.9

Unexplained infertility, low response, 8.4
age, and iatrogenic failure (%) .

Note: BMI, body mass index.
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Table 2. Multiple linear regression analysis of possible determinants

for follicular fluid PON3 activity

Standarized coefficients

Independent variables ¥ t P

Constant 10.59 0.000
Group (Donor/Patient) -0.243 -2.38 0.020
Age (years) -0.049 -0.302 0.763
BMI (kg/m?) -0.037 -0.356 0.999
Number of retrieved oocytes -0.09 -0.084 0.933
Fertilization rate (%) -0.012 0.120 0.905

The dependent variable is follicular fluid PON3 activity. The
variable Group is coded as 1 (Donor) and 2 (Patient). BMI, body

mass index.
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Table 3. Fertility parameters after an ovulatory stimulation cycle

Donor Patient P value
Mean antral follicle counts (n) 19.4+7.0 145+84 P<001
Retrieved oocytes (mean = SD) 18.0+6.5 11.8+6.7 P<.001
MII oocytes (MII phase), (mean + SD) 15.1+5.7 9.5+52 P<001
Fertilization rate (%) 77.0+14.7 71.7+23.8 NS
Implantation rate (%) 30.3
Clinical pregnancy rate (%) 41.5
Live birth rate (%) 355
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LEGEND TO THE FIGURES

Fig. 1. Specificity of anti-PON1, anti-PON2 and anti-PON3 antibodies for PON proteins. Thirty

nanograms of each human recombinant PON1, PON2, and PON3 protein were loaded onto the gel.

Fig. 2. Box-and-whisker plot, defining intrafollicular A) PONT1 arylesterase, B) PON1 paraoxonase,
C) PON2, and D) PON3 activities of large and small follicles from donors and patients. It shows

median, 25th and 75th percentiles, and the extreme values of the distribution. ***P<.001; #Pp<0.01.

Fig. 3. Cumulative distribution of women with respect to the ratio of paraoxonase/arylesterase
activity. PONI activities were measured in follicular fluid from large follicles. Arrows at ratios of

2.0 and 6.0 are where we divide the phenotypes.

Fig. 4. Intrafollicular PON1 paraoxonase activity across the PON1 Q192R polymorphism. PON1

activity was determined in follicular fluid of large follicles from the overall cohort. ***P<.001.

Fig. 5. Intrafollicular PON1 paraoxonase activity of large follicles in donors and patients according

to PON1 Q192R polymorphism.

Fig. 6. Protein levels of PON1, PON2, and PON3 in follicular fluid. Representative western blots
for (A) PONI, (B) PON2, and (C) PON3. Each lane corresponds to increasing quantities of the
corresponding human recombinant proteins (STD) and different follicular fluid (FF) samples.
Arrows indicate the position and the calculated apparent molecular weight of the specific PON
protein in follicular fluid. (D) Values correspond to the mean + standard error of the quantified

samples (47, 4, and 31 for PON1, PON2, and PON3, respectively).

Fig. 7. Protein levels of PON1 and PON3 in serum and follicular fluid. Representative western blots
for (A) PON1 and (B) PON3 in serum (S) and follicular fluid (FF). Different paired samples
(serum and follicular fluid from the same woman) were analyzed on each western blot along with
increasing quantities of the corresponding recombinant proteins (STD). Arrows indicate the position
of the intrafollicular PON proteins. (C) Bars represent the mean + standard error of the quantified

proteins (N=18 paired samples). ***P<.001.

Fig. 8. PON activities in serum and follicuar fluid. Serum and follicular fluid samples were obtained

from samples of the same woman.***P<.001.

Fig. 9. Correlations between total retrieved oocytes versus A) PONI arylesterase, and B) PON1

paraoxonase in large follicular fluid from the Donor group.
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Figure 1
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8

250- PON1 arylesterase o PON1 paraoxonase
k%
. 200+ : , a0, _
T - ; ,
£ 1501 m 600-
E £
© 100+ = |
€ o 400
= <
50 200-
0 0
Serum FF Serum FF
25- PON3
20-
E
£ 15-
E [
S 10-
£
c
54
0

Serum FF



Figure 9
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