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RESUMEN

Hoy dia la infertilidad se ha convertido en un problema médico y social de gran
importancia mundial, estando implicado el factor masculino en la mitad de los casos.
Actualmente, el analisis del semen constituye la Unica herramienta disponible para
evaluar el estatus fértil del varén, aunque presenta ciertas limitaciones, sobre todo en
los casos de infertilidad de origen desconocido. A pesar de que las técnicas de
reproduccion asistida (TRA) han supuesto un tratamiento efectivo en muchos de estos
casos, todavia quedan distintos aspectos a mejorar que minimicen sus riesgos, como los
embarazos multiples, o mejoren su efectividad, ya que sélo el 30% de los embriones
transferidos resultan en un embarazo evolutivo. Asi, el uso de biomarcadores
moleculares basados en la fisiologia espermatica podria mejorar el diagndstico y
tratamiento de la infertilidad masculina. El sistema renina angiotensina (RAS) es un
sistema molecular que actia en la fertilidad masculina interviniendo en distintos
niveles, como la regulaciéon de la funcidn espermadtica, lo que supondria que este
sistema podria ser usado como diana terapéutica para la mejora de las TRA. Sin
embargo, todavia se desconocen diversas cuestiones sobre la presencia y funciones de
los distintos elementos del RAS en los espermatozoides humanos. Este trabajo se ha
centrado en describir los receptores de los dos principales péptidos bioactivos de este
sistema, el receptor de angiotensina Il tipo 2 (AT2R) y el receptor de prorrenina-renina
(PRR), asi como en estudiar la relacion de estos dos receptores y de dos enzimas
descritas como esenciales en la funcién espermatica, la enzima convertidora de
angiotensina testicular (tACE) y la aminopeptidasa N (APN), con los parametros
evaluados durante los tratamientos de fecundacién in vitro. Mediante técnicas de RT-
PCR, western blot, inmunofluorescencia y citometria de flujo, se demuestra por primera
la presencia a nivel génico y proteico de los receptores AT2R y PRR en los
espermatozoides humanos. Por otra parte, mediante citometria de flujo, se pudieron
establecer diversas relaciones entre los receptores y las enzimas del RAS estudiados en
espermatozoides con los pardmetros y etiologias seminales. Ademas, se ha podido
determinar que estos componentes también se relacionan con las tasas de fecundacién
y la calidad, desarrollo y viabilidad de los embriones obtenidos durante los diferentes
tratamientos de fecundacién in vitro. Estos resultados confirman que los
espermatozoides no son meros portadores del DNA paterno, sino que las caracteristicas
moleculares espermaticas contribuyen a la fecundacién y al desarrollo embrionario, de
forma que estos receptores y enzimas podrian ser considerados biomarcadores de la
funcidén y seleccidén espermatica.



ABSTRACT

Infertility has become a major medical and social problem worldwide, and about half of
the causes of infertility are due to male factor. Nowadays, the analyses of standard
semen parameters, such as quantity, motility, and morphology, are commonly used to
determine the fertility status of men. However, the predictive value of this standard
semen analysis is limited, specifically in idiopathic cases of infertility. Assisted
reproduction techniques (ART) have been supposed an effective treatment for
infertility, although there are still several areas to improve in order to minimize their
risks, such as multiple pregnancies, and to increase the effectiveness. In fact, only 30%
of transferred embryos results in an ongoing pregnancy. In this way, the development
of molecular biomarkers based on sperm physiology could improve the diagnosis and
treatment of male infertility. The renin angiotensin system (RAS) is a molecular system
that acts on male fertility operating at multiple levels. In fact, RAS is involved on the
regulation of sperm fertility, suggesting its potential role as a therapeutic target for
improving ART. However, the presence of RAS in human spermatozoa is not completely
understood and its role remains still unknown. Therefore, the main aim of this thesis, is
to describe the presence of the receptors of the main bioactive peptides of this system,
the angiotensin Il type 2 receptor (AT2R) and the prorenin-renin receptor (PRR), and to
elucidate the role of these receptors, and two enzymes essentials in sperm functions,
the testicular angiotensin converting enzyme (tACE) and the aminopeptidase N (APN),
as tools to improve the effectiveness of in vitro fertilization treatments. This work
describes for the first time the presence of AT2R and PRR at gene and protein level in
human spermatozoa by RT- PCR, western blot, immunofluorescence and flow
cytometry assays. Flow cytometry analysis establishes relationships between the
receptors or enzymes of RAS studied in spermatozoa and seminal parameters and
etiologies. Moreover, it has also been determined that both receptors and both
enzymes are related to fertilization rates and the quality, development and viability of
the embryos obtained during different types of in vitro fertilization techniques. These
results confirm that sperm cells are not simple carriers of paternal genome, but
spermatozoa molecular features also contribute to fertilization and embryo
development. These findings could help to understand the role of RAS in human
spermatozoa, meaning that these receptors and enzymes could be considered
biomarkers of sperm function and selection.
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1. Infertilidad Humana y Técnicas de Reproduccion
Asistida

Hoy dia la infertilidad se ha convertido en un problema médico y social de gran
importancia mundial. De hecho, en 2010 se estimé que mas de 48,5 millones de
parejas de todo el mundo padecian problemas de infertilidad (Mascarenhas et al.,
2012). Esta incapacidad genésica, o de engendrar descendencia, aunque afecta a
hombres y a mujeres de todo el mundo, presenta distintos valores de prevalencia
en diferentes zonas geograficas (Figura 1). Entre sus consecuencias, ademas de
problemas psicoldgicos, como estrés y depresién, también se encuentran la
discriminacién y el ostracismo. Sin embargo, no solamente genera problemas
fisicos, psicolégicos y sociales, sino que también representa una importante carga
econdmica (Mascarenhas et al., 2012). En los paises occidentales, la prevalencia de
la infertilidad se situa en torno al 14%, lo que supone que una de cada seis parejas
en edad reproductiva presenta dificultades para tener descendencia (ESHRE, 2014).
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Desde el punto de vista de la medicina reproductiva, se entiende por infertilidad |a
incapacidad de una pareja para tener hijos. Hasta hace unos afos se diferenciaba
entre esterilidad (o dificultad para conseguir el embarazo) e infertilidad (dificultad
para conseguir que los embarazos concluyeran en recién nacidos), sin embargo,
actualmente son considerados sinénimos. La definicién mds cominmente aceptada
de esterilidad/infertilidad es la de la ausencia de consecucion de embarazo tras 12
meses de relaciones sexuales frecuentes no protegidas. Esta definicion es
empleada por la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF), la Sociedad Europea de
Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE) y la Asociacién Americana de
Medicina de la Reproduccién (ASRM). Sin embargo, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS/WHO) prolonga este tiempo a 24 meses (Matorras y Crisol, 2011).

% S
»

=

Figura 1. Valores de prevalencia de infertilidad primaria del afio 2010. Imagen modificada de
Mascarenhas et al., 2012.

Existen una serie de situaciones, como edad de la mujer o la presencia de distintas
patologias masculinas o femeninas (Tabla 1), en las que se aconseja el inicio del
estudio de esterilidad antes de que transcurra un afo o incluso el inicio directo un
tratamiento de reproduccién asistida (Alama y Remohi, 2011).
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Factores para el estudio precoz de la pareja estéril

Mujer Hombre

Edad > 35 afios Patologia genital previa

Amenorrea u oligomenorrea > de 6 meses Cirugia urogenital previa
Enfermedad pélvica inflamatoria Enfermedades de transmisidn sexual
Cirugia abdominal pélvica Exploracién genital anormal
Patologia tubdrica, uterina u ovarica Enfermedades genéticas

Endometriosis
Enfermedades genéticas

Tabla 1. Factores que aconsejan el estudio precoz de la pareja. Modificados de Alamda y Remohi,
2011.

Debido a la complejidad de los procesos de infertilidad/esterilidad, se han definido,
ademas varios términos relacionados con la medicina reproductiva. Asimismo, la
infertilidad puede dividirse en primaria y secundaria. El término de infertilidad
primaria hace referencia a la imposibilidad de tener un recién nacido vivo,
mientras que se considera infertilidad secundaria cuando tras una gestacidon
previa, transcurren mas de 12 meses sin conseguir un nuevo embarazo
(Mascarenhas et al., 2012). Habitualmente, ademds, se distingue entre esterilidad
absoluta y esterilidad relativa o subfertilidad. La esterilidad absoluta corresponde a
situaciones en las que hay un impedimento total para la consecucién del embarazo.
Mientras que la subfertilidad o esterilidad relativa hace referencia a situaciones en
las que el impedimento en la fecundidad es parcial, de forma que existe algun
problema que determina que la fecundidad sea mas baja de lo normal, pero no
nula. Esta seria la situacion mdas comun entre las parejas que consultan en la
actualidad por problemas reproductivos (Matorras y Crisol, 2011). Otros términos
usados en medicina reproductiva son fecundabilidad y fecundidad. La
fecundabilidad se define como la probabilidad de conseguir un embarazo durante
un ciclo menstrual. Mientras que la fecundidad hace referencia a la capacidad para
conseguir un feto vivo y viable en un ciclo menstrual con exposicidon al coito
(Matorras y Hernandez, 2007).

Hoy dia se sabe que la esterilidad puede ser de causa femenina, masculina o mixta,
afectando a los dos miembros de la pareja. Ademas actualmente se sabe que, el
factor masculino esta involucrado en 30% de los casos, otro 30% de los casos es
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debido al factor femenino, el 25% son de etiologia mixta y el restante 15%
comprende casos de esterilidad de origen desconocido (Figura 2); por lo que
generalmente se asume que el 50% de los casos es de origen masculino y el otro
50% femenino (Collins, 2004; Dohle et al. 2005). Estos datos indican que la
esterilidad debe ser entendida como una enfermedad de pareja, donde ambos
progenitores deben ser estudiados con la misma atencién y la misma intensidad.
(Alamay Remohi, 2011).

M Factor masculine
M Factor fermening
M Causas mixtas

M EOD

Figura 2. Distribucion de las causas de la esterilidad. EOD: esterilidad de origen desconocido.

Durante los ultimos afos, el nimero de tratamientos de reproduccion asistida
realizados han ido aumentando un 5-10% anual en paises desarrollados. Asimismo,
se estima que desde que tuviese lugar el nacimiento del primer nifio concebido
mediante técnicas de reproduccién asistida, en el mundo han nacido mas de 5
millones de nifos gracias a dichos procedimientos (ESHRE, 2014). Debido a esto, la
aparicién y desarrollo de las técnicas de reproduccién asistida (TRA) ha resultado
ser uno de los grandes avances para el tratamiento de la infertilidad (Khorram et
al., 2001; Chemes y Alvarez Sedo, 2012), incrementando las posibilidades de éstas
parejas de concebir y en definitiva del éxito reproductivo

1.1. Técnicas de Reproduccidn Asistida

A dia de hoy, las TRA presentan tres grandes grupos de tratamientos diferentes, en
funcién de los resultados obtenidos en las pruebas diagndsticas: la inseminacion
artificial (lA), la fecundacion in vitro y la donaciéon de oocitos (Alama y Remohi,
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2011). La IA es la técnica mediante la cual, se deposita el semen capacitado dentro
del Utero. Esta se puede realizar tanto con semen de su pareja (IAC) o con semen
de donante (IAD). Por otra parte, las técnicas de fecundacidn in vitro se basan en la
unién de los gametos masculino y femenino en el laboratorio. Posteriormente, los
embriones resultantes son transferidos al Utero para conseguir una gestacion.
Finalmente, la donacién de oocitos es la TRA en la cual los oocitos proceden de una
mujer distinta a la que se le va a realizar la transferencia embrionaria. Actualmente,
esta técnica cuenta con una amplia aceptacion debida principalmente a que
constituye la TRA con mejores resultados (Alama y Remohi, 2011).

Hoy por hoy, las TRA mas usadas son los tratamientos de fecundacion in vitro
(Machtinger y Racowsky, 2013). Estos tratamientos a su vez se pueden dividir en
dos, la fecundacion in vitro convencional (FIV) y la inyeccidn intracitoplasmatica
de espermatozoides (ISCI). La técnica de FIV consiste en la coincubacion de los
gametos masculinos y femeninos de manera que un espermatozoide de forma
espontanea fecunda un oocito. Mientras que en la técnica de ICSI, la fecundacion
se realiza seleccionando e inyectando un Unico espermatozoide en cada oocito. La
ICSI supuso una gran revolucién en los tratamientos de fecundacién in vitro, al
lograr gestaciones incluso en los casos de muy mal prondstico, como los casos de
infertilidad debidos al factor masculino severo (Matorras y Hernandez, 2007).

A pesar de ello, los tratamientos de infertilidad son econémicamente elevados para
la sociedad y/o para las personas afectadas. Entre otras razones esto es debido a
gue en numerosas ocasiones, estos procesos se alargan en el tiempo ya que las TRA
no siempre garantizan el éxito reproductivo de la pareja infértil en un primer
tratamiento (Boivin et al., 2007; Farquhar et al., 2014). Una de las complicaciones
mas importantes de estas técnicas, es el embarazo multiple. Lo que no sdélo supone
riesgos médicos (tanto perinatales como neonatales) sino también importantes
consecuencias socioecondmicas. Los riesgos de las gestaciones multiples incluyen
parto prematuro con numerosas secuelas, bajo peso al nacer y un dramatico
incremento en el riesgo relativo de paralisis cerebral (Matorras y Hernandez, 2007).
La transferencia de un sélo embrion en los tratamientos de fecundacion in vitro, es
una solucion efectiva que minimiza la incidencia de embarazos multiples después
de los tratamientos (Glujovsky et al., 2012; Machtinger y Racowsky, 2013; Van den
Abbeel et al., 2013).
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Considerando que hay que transferir un sélo embridn, la seleccién de este es
crucial (Ruvolo et al., 2013; Machtinger y Racowsky, 2013; Van den Abbeel et al.,
2013). Actualmente, la seleccion primaria se basa en criterios morfoldgicos
observados al microscopio Optico. Aunque estos criterios se relacionan con
resultados de embarazo, no obstante, presentan limites en los valores predictivos
de la evolucién de la gestacion (Meseguer et al.,, 2011; Machtinger y Racowsky,
2013).

1.2. Métodos de evaluacidn y seleccion de embriones

De forma rutinaria, en los laboratorios de embriologia humana se trabaja con una
serie de variables que proporcionan informacidn sobre el estado y la evoluciéon de
los embriones (ASEBIR, 2008; Machtinger y Racowsky, 2013; ASEBIR, 2015). Esta
valoracion morfoldgica de los embriones se ha venido utilizado desde los
comienzos de las técnicas de fecundacién in vitro, en un principio para definir el
desarrollo del embrién y mas tarde como una herramienta para seleccionar los
mejores embriones para la transferencia, es decir, los que tienen el mayor
potencial de implantacion. Asi, los métodos actuales de seleccién embrionaria
incluyen el analisis de los gametos y embriones en distintas etapas del
desarrollo, desde la observacion de los pronucleos en los cigotos, pasando por
las sucesivas divisiones embrionarias hasta que se alcanza el estadio de
blastocisto (Rienzi et al., 2005, ASEBIR, 2008; Machtinger y Racowsky, 2013;
ASEBIR, 2015).

El sistema de gradacién embrionaria propuesto por la Asociacidn Espafiola para el
Estudio de la Biologia de la Reproduccidn (ASEBIR), establece un sistema de 4
categorias (A, B, C o D), divididas en funcidn del potencial implantatorio esperado
(Tabla 2) (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015). Considerandose como embriones de buena
calidad los correspondientes a las calidades A y B, los embriones de calidad
subdptima los clasificados con calidad C, y los de mala calidad los pertenecientes a
la categoria D (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special
Interest Group of Embryology, 2011). Esta clasificacién supone que, la calidad
embrionaria es un indicador predictivo del éxito del tratamiento.
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Sistema de gradaciéon embrionaria

Categoria Descripcidn
A embrion de 6ptima calidad con maxima capacidad de implantacion
B embrién de buena calidad con elevada capacidad de implantacidon
C embridn regular con una probabilidad de implantacién media
D embrién de mala calidad con una probabilidad de implantacién baja

Tabla 2. Sistema de gradacién embrionaria segun los criterios de ASEBIR (ASEBIR, 2008).

La asignacién de un embrién a una categoria depende de la combinacion de las
valoraciones de distintos parametros morfocinéticos. De igual manera, en la
determinacion de la calidad de un embridn no debe tenerse en cuenta Unicamente
las caracteristicas observadas en un momento determinado de su desarrollo, sino
gue es necesario considerar los aspectos observados en estadios anteriores. De
forma que la calidad final del embrién debe ser dependiente de todas las
observaciones realizadas a lo largo del desarrollo (ASEBIR, 2008).

1.2.1. Evaluacion y seleccion de embriones tempranos

El desarrollo embrionario humano sigue una secuencia de eventos cuyo
cronograma estd perfectamente determinado. Tradicionalmente, la valoracién de
estos estadios embrionarios tempranos, dias 2 y 3 de desarrollo (D+2 y D+3), ha
constituido la base de la determinacién de la calidad embrionaria (ASEBIR, 2008;
ASEBIR, 2015).

En la asignacién de la calidad embrionaria temprana se tienen en cuenta una serie
de parametros morfoldgicos y morfocinéticos. Estos parametros evaluados son: 1)
el niumero de células y ritmo de division; 2) el porcentaje y tipo de fragmentacién
celular; 3) la desigualdad en el tamafio o simetria de los blastomeros; 4) el
contorno de los blastomeros; 5) la visualizacion de nudcleos y grado de
multinucleacién de los blastomeros; 6) la presencia de anillo citoplasmatico; 7) la
presencia de vacuolas; 8) el aspecto de la zona pelicida; 9) el grado de
compactacion/adhesion temprana; y 10) la presencia de pitting o moteado (ASEBIR,
2008; ASEBIR, 2015).
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La asignacion de un embrién a una determinada categoria depende del va
valoraciéon conjunta de todas las variables que han sido citadas previamente
(ANEXO I) (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015).

Figura 3. Desarrollo embrionario hasta dia 3 de desarrollo. A) oocito maduro; B) oocito fecundado o

cigoto; C) embrién en dia 2 de desarrollo (D+2) y D) embrién en dia 3 de desarrollo (D+3).

Asimismo, los avances en el conocimiento de la fisiologia del embrién en sus
estadios iniciales de evolucidn han ayudado al desarrollo de sistemas de cultivo
capaces de prolongar el cultivo embrionario hasta el estadio de blastocisto
(Matorras y Hernandez, 2007). No todos los embriones son capaces de llegar a la
fase de blastocisto, de hecho, sélo entre el 40% y el 60% de los oocitos fecundados
in vitro llegan a este estadio, y esta capacidad esta directamente relacionada con la
morfologia que presenta el embridén en estadios mas tempranos (ASEBIR, 2015).
Asi, la capacidad de desarrollo del embrién para llegar in vitro a la etapa de
blastocisto también ha sido propuesta como un indicador de potencial de
implantaciéon de los embriones (Rienzi et al., 2005).

1.2.2. Evaluacion y seleccion de embriones en fases avanzadas del
desarrollo in vitro

Entre el tercero y el cuarto dia de cultivo, se inicia la formacién de puentes
intercelulares y los blastémeros de los embriones se empiezan a compactar, lo que
impide que se distingan los contornos de cada uno de ellos claramente. A partir de
este momento, los embriones pasan a estadio de mérula (Alikani et al., 2000;
ASEBIR, 2008). La compactacion celular es una caracteristica que presentan loa
embriones alrededor del cuarto dia de cultivo (D+4), aunque se inicia en los

10
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estadios cercanos a las 8 células. La visualizacién de la compactacién en D+4
responde a un buen prondstico de desarrollo (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015).

Tras la compactacién de los blastémeros, se produce una diferenciacion de las
células en dos estructuras embrionarias. Siendo posible diferenciar la poblacién de
células o masa celular interna (MCI), que constituira el embrién propiamente dicho,
y una monocapa celular o trofoectodermo embrionario (TE) que, por el contrario,
dara lugar a la placenta y demds membranas extraembrionarias. En este estadio de
evolucidn, los embriones reciben el nombre de blastocisto. Se considera que un
embridn cultivado in vitro alcanza el estadio de blastocisto en D+5 o D+6, aunque
este rango de tiempo puede variar dependiendo del sistema de cultivo utilizado
(ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015).

Conforme las células del blastocisto se multiplican, van produciendo un liquido que
forma una cavidad en el centro del embrién, el blastocele. Mientras, el blastocisto
crece extraordinariamente de tamafio hasta que la zona pellcida cede y se rompe
en un punto. Es por esta zona, por donde el blastocisto en eclosidon (hutching)
comienza a salir de la zona pelldcida para poder implantar en el endometrio
uterino. De forma que, desde el estadio de mérula hasta que el embrién eclosiona
para la implantacidn, se pueden determinar distintos estadios de evolucién acordes
al patrén de desarrollo y a su morfologia. Asi, los blastocistos pueden ser
clasificados como: blastocisto temprano (BT), blastocisto en expansion o cavitado
(BC), blastocisto expandido (BE), y blastocisto en eclosiéon o en fase de hutching
(BHi) (Figura 4) (Machtinger y Racowsky, 2013).

Conforme a los acuerdos alcanzados en el Consejo de Estambul sobre la evaluacién
de los embriones, el sistema de gradacion de los blastocistos debe resultar de una
combinacion entre su evolucién y la valoracion de la masa celular interna MCl y el
TE (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of
Embryology, 2011).

Para ello, en la determinacion del estadio de evolucion se tiene en cuenta el
volumen del embrién estd ocupado por el blastocele. Por otra parte, para la
valoracion de la MCI se considera el tamafio, la forma y el grado de compactacion
de las células que componen dicha estructura. Finalmente, el TE se evalta segun su
estructura y el nimero de células que lo componen (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015).

11
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Este sistema de evaluacidén de los blastocistos, basado en la evaluacidn conjunta de
estos tres pardmetros, ya usado con anterioridad, ha demostrado que proporciona
una buena seleccion embrionaria. Lo que se traduce en mayores tasas de
implantacién (ASEBIR, 2008; Machtinger y Racowsky, 2013; ASEBIR, 2015).

De igual forma, ASEBIR propone una clasificacién de los blastocistos que combina el
estadio de evolucidn, la calidad de la MCl y la del TE en cuatro categorias: A, B, Cy
D, en funcién del potencial implantatorio esperado, tal y como se ha descrito con
anterioridad. Sin embargo, mientras que en la clasificacién propuesta en 2008
confiere el mismo peso a las valoraciones de la MCI y del TE (ASEBIR, 2008), la
nueva clasificacién otorga una mayor relevancia a la morfologia de la MCl respecto
a la del TE (ASEBIR, 2015).

Figura 4. Fases del desarrollo embrionario avanzado en cultivo in vitro. A) mérula compacta (MC); B)
blastocisto temprano (BT); €) blastocisto cavitado o en expansidn (BC); D) blastocisto expandido (BE); y
E) blastocisto en eclosién o en fase de hutching (BHi).

En resumidas cuentas, durante los Ultimos afios, las tasas de éxito obtenidas en los
tratamientos de fecundacidon in vitro han mejorado considerablemente. Sin
embargo, la capacidad de identificar el embrién mas viable de la cohorte sigue
siendo un reto. Hasta la fecha se han desarrollado distintas tecnologias no invasivas
para la evaluacidn de los embriones humanos, sin embargo, no se ha demostrado

12
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que ninguna de ellas sea mas efectiva que la evaluacién morfoldgica estandar
(Machtinger y Racowsky, 2013). Por lo que la busqueda de biomarcadores que
ayuden a predecir tanto el desarrollo embrionario, como el resultado de los
tratamientos de fecundacién in vitro sigue siendo un punto clave en la
investigacion para la mejora de las TRA (Meseguer et al., 2011).

13
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2. Infertilidad masculina

Dado que el factor masculino representa aproximadamente la mitad de los casos
de infertilidad, el estudio del vardn supone una parte esencial en el andlisis de la
pareja estéril. Sin embargo, con el desarrollo de las TRA, y en concreto con la
aparicién de la técnica de la ICSI, el papel masculino quedd relegado a un segundo
plano (Lewis, 2007). No obstante, con el paso del tiempo y tras las observaciones
de los resultados de estas técnicas, esta ideologia ha ido cambiando, otorgando al
factor masculino, y especialmente a las caracteristicas espermaticas, la importancia
que meceren (Kruger et al., 1988; Chan et al.,, 1993; Grow et al., 1994; Tesarik et
al., 2004).

La fertilidad masculina, o capacidad por parte del vardn de engendrar un hijo,
puede verse afectada como resultado de la accidon de varios factores. Asi, fallos
durante la espermatogéneis o durante la adquisicion de la capacidad fecundante
producen espermatozoides no funcionales o de baja calidad y por tanto infertilidad
(Toshimori et al., 2004). Ademas, cambios congénitos o adquiridos en el tracto
urogenital, infecciones y distintos factores endocrinos, genéticos e inmunolégicos
pueden ser los causantes de la incapacidad del vardn para tener descendencia
(Benvold, 1989; Khorram et al., 2001). Por lo que estas causas deben ser
examinadas y evaluadas, con el fin de conseguir un correcto diagndstico del origen
de la infertilidad (Sharlip et al., 2002; Dohle et al., 2005; Matorras y Hernandez,
2007).

El estudio de la infertilidad masculina debe incluir, de acuerdo a las directrices de la
OMS, una historia médica completa, un examen fisico y dos andlisis seminales,
también llamados espermiogramas o seminogramas, de forma que se pueda
diagnosticar el factor causante de la esterilidad vy, si es posible, tratarlo (OMS,
2010). Es importante remarcar, que aunque el varén tenga una historia previa de
fertilidad, no excluye la posibilidad de que haya sufrido alguna alteracion que le
provoque infertilidad, tratdndose en este caso de una infertilidad secundaria. De
hecho, los varones que presentan una esterilidad secundaria deben ser evaluados
de la misma manera que los hombres que presentan infertilidad primaria (Dohle et
al., 2005).

14
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2.1. Causas de la infertilidad masculina

La infertilidad masculina puede estar causada por diversos factores o alteraciones,
tanto congénitas como adquiridas, que se pueden presentar en distintas
localizaciones del sistema reproductor, sistema nervioso central o incluso a nivel
sistémico (Tabla 3). Se estima que alrededor del 30%, de los casos de infertilidad
masculina, se deben a patologias de origen genético, el 50% a causas no genéticas y
el otro 20% son de origen idiopatico (Khorram et al., 2001).

Un factor que genera mucha controversia es la influencia de la edad del vardn. La
edad paterna avanzada se ha relacionado con un empeoramiento de los
pardmetros seminales de volumen, movilidad, concentracidon y porcentaje de
formas normales (Auger y Jouannet, 2005; Sloter et al., 2006). Por otra parte,
también se ha relacionado con la integridad del DNA de los espermatozoides, como
mutaciones de novo o alteraciones en la impronta de algunos genes (Zhu et al.,
2005; Bellver, 2008). Aun asi, algunos autores defienden que este empeoramiento
de la calidad seminal no afectaria negativamente a la consecucién de un embarazo,
por lo que no deberia usarse como factor prondstico en las TRA (Bellver, 2008).
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Causas de infertilidad masculina

1. Alteraciones hipotaldmico-hipofisarias o pre-gonadales
Congénitas Deficiencias congénitas de GnRH
Hemocromatosis
Desérdenes genéticos multiorganicos (Sindrome de Prader-Willi, Sindrome de
Laurence-Moon-Beild, ataxia cerebral familiar)
Adquiridas Tumores de la glandula pituitaria y el hipotalamo
Desdrdenes infiltrativos (sarcoidosis, histiocitisis, tuberculosis, infecciones fungicas)
Traumatismos, post-cirugia o post-irradiacion
Problemas vasculares (infartos o aneurismas),
Alteraciones hormonales (hiperprolactinemia, exceso de andrégenos, exceso de
estrégenos y exceso de corticoides),
Drogas (opioides, drogas psicoactivas, agonistas o antagonistas de la GnRH)

Sistémicas Enfermedades cronicas

Deficiencias nutricionales

Obesidad
2. Alteraciones gonadales primarias o desérdenes gonadales
Congénitas Criptorquidia

Distrofia miotonica
Anorquia congénita
Varicocele
Sindromes de insensibilidad androgénica
Deficiencias de la 5-a-reductasa (tipo 2)
Sindrome de Klinefelter (XXY) y sus variantes (XXY/XY; XXXY)
Microdelecciones del cromosoma Y
Adquiridas Orquitis (debidas a agentes virales)
Orquitis granulomatosas (debidas a tuberculosis y lepra)
Orquitis epididimarias (debidas a gonorrea y clamidia)
Drogas (drogas citotoxicas, agentes alcalinizantes, antiandrégenos, ketokonazol,
espironolactona, agonistas del receptor de la histamina, alcohol, marihuana)
Radiaciones ionizantes
Toxinas ambientales (cadmio, plomo, estrégenos ambientales, fitoestrégenos)
Hipertermia
Inmunoldgicas, incluida la enfermedad autoinmune poli-glandular
Traumatismos
Torsiones
Castracion
Enfermedades sistémicas (fallo renal, cirrosis hepatica, cancer, vasculitis, amiloidosis)

3. Alteraciones en el transporte de los espermatozoides o desérdenes post-testiculares
Disfunciones del Drogas

epididimo Infecciones
Anormalidades Ausencia congénita de los conductos deferentes
de los vasos Sindrome de Young
deferentes Infecciones

Vasectomias
Disfuncién Enfermedades de la médula espinal
eyaculatoria Disfuncién de la autonomia

Eyaculacion precoz

4. Infertilidad masculina inexplicada o idiopatica

Tabla 3. Causas de la infertilidad masculina en funcidén del compartimento anatémico en el que se
localizan. Modificado de Khorram et al., 2001.
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2.2. Estudio inicial de la infertilidad masculina

La evaluacion inicial de la esterilidad masculina debe incluir (Dohle et al., 2005;
Matorras y Hernandez, 2007):

1) Historia médica o anamnesis completa

e Antecedentes de interés androldgico (gestacidn y parto propio, desarrollo y
pubertad, historia genitourinaria, existencia de patologias de riesgo).

e Historia reproductiva (duracion infertilidad, gestaciones producidas,
funcion sexual).

e Enfermedades generales relevantes.

e Exposicion a factores con efecto negativo sobre la fertilidad
(medicamentos, laborales, estilo de vida).

e Historia familiar, incluyendo nimero de hermanos, antecedentes de
infertilidad, fibrosis quistica, hipogonadismo, criptorquidia y azoospermia en
hermanos varones.

2) Exploracidn fisica

e Habito somatico, datos antropométricos y caracteres sexuales secundarios.
e Genitales externos: pene, regidn inguinal, escroto, testiculos, epididimo,
conductos deferentes o cordones espermaticos, incluyendo plexo venoso.

e Tacto rectal para exploracion prostatica.

3) Analisis del semen

El analisis del semen indica el estado funcional de la secreciéon exocrina de las
gldndulas sexuales masculinas y orienta a cerca de patologias del tracto genital. De
forma que aunque los resultados no permiten determinar con certeza si un
individuo es fértil o no, puede proporcionar informacién acerca de problemas en
los 6rganos genitales del varon (Matorras y Hernandez, 2007). Como ya se ha
comentado anteriormente, se deben realizar, al menos, dos seminogramas (a ser
posible realizados por lo menos con un mes de diferencia) para establecer el perfil
basal del paciente. Estos, deben ser realizados y valorados segtn los métodos y
criterios descritos por la OMS (OMS, 2010).
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Dependiendo de los resultados obtenidos en este estudio inicial de la infertilidad
masculina (como la observacion de algin antecedente en la anamnesis o resultado
patoldgico del espermiograma), se pueden solicitar una serie de pruebas
complementarias y/o estudios genéticos. Las pruebas complementarias que se
pueden realizar son: pruebas de funcidon espermatica, ecografia y ultrasonografia
doppler escrotal, ecografia transrectal, el estudio bacteriolégico del semen vy el
analisis de orina post-orgasmo. En cuanto a los estudios genéticos, se pueden
determinar: el cariotipo, microdeleciones del cromosoma Y, mutaciones del gen
CFTR (gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica) y el

estudio de los cromosomas meiéticos (Matorras y Hernandez, 2007).

2.3. El espermiograma

El propdsito principal de un espermiograma, consiste en evaluar los parametros
clasicos de un eyaculado producido por masturbacién. Este analisis, como ya se ha
expuesto, puede proporcionar informacidn esencial del estado clinico del varén vy,
ademas, puede ayudar a dilucidar las posibles las causas de la infertilidad. Estas
razones hacen que actualmente, el andlisis de semen sea la Unica herramienta
basica de rutina utilizada para evaluar la infertilidad masculina, aunque como se
explica mas adelante, presenta ciertas limitaciones en la determinacién del
potencial fértil del vardn (Polansky y Lamb, 1988; Guzick et al., 2001; Garrido et al.,
2008; Samplaski et al., 2010).

El espermiograma se basa en la evaluacidn macroscépica y microscépica de las
caracteristicas del eyaculado. Las caracteristicas macroscopicas que se deben
analizar en el semen en fresco son: el aspecto, la licuefaccion, la viscosidad, el pH,
el volumen y el olor. En cuanto al examen microscdpico de la muestra, se valora la
concentracion espermatica, la movilidad, la morfologia asi como la estimacién de la
aglutinacidn o agregacion, y la presencia de otros elementos celulares, como
leucocitos o células germinales inmaduras, y detritos (Matorras y Hernandez, 2007;
OMS, 2010).
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Las caracteristicas de estos parametros, asi como los procedimientos para su
determinacidn han ido variando y evolucionando con el tiempo (Garrido, 2014).
Actualmente se siguen las directrices establecidas en el quinto manual de
laboratorio para el examen y procesado del semen, “WHO Laboratory manual for
the examination and processing of human semen. WHO, 2010” (OMS, 2010). En la
tabla 4 se muestran los valores de referencia establecidos en este ultimo manual,

para los distintos pardmetros seminales.

Valores de referencia

Parametro seminal Valor
Volumen seminal 1,5
Numero total de espermatozoides (millones en el eyaculado) 39
Concentracion (millones por mililitro) 15
Movilidad total (PR+NP, %) 40
Movilidad progresiva (PR, %) 32
Vitalidad (espermatozoides vivos, %) 58
Numero de formas anormales (%) 4

Tabla 4. Valores minimos de los distintos parametros seminales, establecidos por la OMS.
Modificado de OMS, 2010.

En referencia a los resultados observados en el espermiograma, existe una
nomenclatura establecida en funcién de la calidad seminal, que ademas define las
distintas patologias seminales relacionadas con la infertilidad masculina (Tabla 5).

19



Introduccion

Nomenclatura relacionada a la calidad seminal

Término Definicion

Aspermia Ausencia de semen (no hay o se trata de una eyaculacion retrégrada)
Hipospermia Volumen de eyaculado por debajo del valor minimo de referencia
Astenozoospermia Porcentaje espermatozoides con movilidad progresiva (PR) por debajo

del valor minimo de referencia
Astenoteratozoospermia  Porcentaje espermatozoides con movilidad progresiva (PR) vy
morfologia normal por debajo de los valores minimos de referencia

Azoospermia Ausencia de espermatozoides en el eyaculado

Criptozoospermia Ausencia de espermatozoides en preparaciones en fresco, pero que se
observan en el pellet tras la centrifugacion

Necrozoospermia Bajo porcentaje de espermatozoide vivos, y presencia de muchos
espermatozoides inmdviles en el eyaculado

Normozoospermia Numero total de espermatozoides por debajo del valor minimo de
referencia

Oligoastenozoospermia Numero total de espermatozoides y porcentaje de movilidad
progresiva (PR) por debajo de los valores minimos de referencia

Oligoastenoterato- Numero total de espermatozoides y porcentajes de movilidad

zoospermia progresiva (PR) y morfologia normal por debajo de los valores
minimos de referencia

Oligoteratozoospermia Numero total de espermatozoides y porcentaje de morfologia normal
por debajo de los valores minimos de referencia

Oligozoospermia Numero total de espermatozoides por debajo del valor minimo de
referencia
Teratozoospermia Porcentaje espermatozoides con morfologia normal por debajo de los

valores minimos de referencia

Tabla 5. Nomenclatura de las distintas patologias en funcién de las caracteristicas seminales,
establecidas por la OMS. Modificado de OMS, 2010.

El andlisis clasico del semen es, por tanto, una técnica econdmica, sencilla y
bastante informativa, que resulta de gran utilidad para determinar la necesidad de
realizar de otras pruebas complementarias para la busqueda de la causa de la
infertilidad, asi como sobre el tratamiento mas adecuado (Sharlip et al., 2002;
Alamd y Remohi, 2011). Estos tratamientos pueden ser farmacoldgicos, quirurgicos
o de fecundacion in vitro, y tienen como objetivo la consecucidn de la gestacion, e
incluso evitar la concepcién de individuos con problemas médicos, como
alteraciones genéticas (Sharlip et al, 2002). Sin embargo, y como ya se ha
comentado, el seminograma, posee una capacidad tanto diagndstica, como
prondstica reducida para la evaluacidn del potencial fértil del varén (Guzick et al.,
2001; Lewis, 2007; Garrido et al., 2008).
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El diagndstico del varén como fértil o infértil es extremadamente dificil, ya que este
estado puede variar en un corto espacio de tiempo e incluso puede cambiar con
diferentes parejas (Lewis, 2007; Garrido et al., 2008). Pero quizas la razéon mas
evidente, es la falta de valor predictivo que el espermiograma tiene sobre la
consecucion de embarazo, tanto in vivo como in vitro, con las diferentes TRA. De
hecho, un andlisis de semen que esté dentro de los pardmetros normales no
implica necesariamente la consecucién de una gestacion. Esto quedé demostrado
en varios trabajos que mostraban como pacientes con diagndsticos de infertilidad
presentaban parametros seminales normales de movilidad, concentraciéon y
morfologia, mientras que otros varones de fertilidad probada, presentaban
seminogramas anormales (Polansky y Lamb, 1988; Guzick et al., 2001; Nallella et
al., 2006).

Esta limitada capacidad diagndstica, también puede deberse, a que este analisis
solo se basa en caracteristicas como cantidad o movilidad de los espermatozoides
presentes en la muestra, dejando a un lado otras caracteristicas menos visibles,
como las moléculas presentes en ellos (Govindaraju et al., 2012; Payan-Carreira et
al., 2013). El hecho de no tener en cuenta las caracteristicas moleculares de los
espermatozoides, podria suponer un factor limitante en el potencial diagndstico del
analisis del semen para la valoracion de la fertilidad del varén (Sanchez et al,,
2013).

Teniendo en cuenta todos estos datos, es légico pensar que el estudio de las
caracteristicas moleculares espermaticas podrian ayudar a determinar marcadores
moleculares de infertilidad masculina. Estos marcadores podrian complementar los
analisis actuales de forma que se pudiese mejorar el tratamiento de la infertilidad
masculina o se pudiesen predecir los resultados de las TRA. Asi, los mecanismos
fisiolégicos y moleculares del espermatozoide, estdn siendo cada vez mejor
caracterizados mediante estudios que demuestran la implicacién de diferentes
sistemas moleculares en la fisiopatologia de la infertilidad masculina (Samplaski et
al., 2010; Govindaraju et al., 2012).
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3. El espermatozoide

En la especie humana existen dos tipos de gametos, el masculino y el femenino, los
cuales presentan entre si, unas diferencias morfoldgicas muy notables. El gameto
femenino u oocito, es una célula altamente especializada y una de las mas grandes
del organismo, destinada en exclusiva a generar un nuevo individuo. Es la
encargada de transmitir los genes maternos, las mitocondrias y toda la maquinaria
necesaria para la transcripcién durante las primeras etapas embrionarias. Ademas,
también aporta reservas de materiales alimenticios para el crecimiento y desarrollo
del embriéon y una efectiva envoltura protectora. Por el contrario, el gameto
masculino o espermatozoide, es una de las células mas pequenas del organismo y
estd casi desprovista de estructuras celulares. Se trata de una célula con una
morfologia muy diferenciada y especializada, siendo extraordinariamente movil e
hidrodindmica (Alberts, 2010). Estas caracteristicas le confieren velocidad vy
eficiencia en la fecundacién, ambas muy importantes teniendo en cuenta la
elevada competencia que existe entre los espermatozoides para lograr la
fecundacién del oocito (Simmons y Fitzpatrick, 2012). Estas distintas caracteristicas,
hacen que ambos gametos se complementen, propagando los genes que
transportan y permitiendo el desarrollo de un nuevo individuo (Alberts, 2010).

Tradicionalmente se pensaba que la Unica funcion del espermatozoide era la de
transportar el material genético paterno. Hoy dia se sabe que ademas del acido
desoxirribonucleico (DNA), también aporta el centriolo, proteinas y acidos
ribonucleicos (RNAs) que influyen tanto en el proceso de fecundacién, como en el
desarrollo del futuro embrién. El centriolo es una estructura que no esta presente
en los oocitos humanos, ya que lo adquieren durante el proceso de fecundacion
(Alberts, 2010). Ademas, el espermatozoide también cede al oocito un conjunto de
proteinas y moléculas de sefalizacidn, que contribuyen tanto en el proceso de
activacidn oocitaria como en los estadios tempranos del desarrollo pronuclear y del
desarrollo embrionario (Mujica et al., 2003; Sutovsky et al., 1999). Por otra parte,
durante las ultimas décadas, se ha descubierto que el espermatozoide también
aporta al oocito su propio pool de transcritos. Sugiriéndose, cada vez con mas
fuerza, que ese conjunto de RNAs tendria distintas funciones, desempefando un
papel muy importante en la fecundacién, siendo traducido por el cigoto,
contribuyendo en las primeras divisiones embrionarias, o silenciando distintos
ARNm de origen materno (Jodar et al.,, 2013; Miller y Ostermeier, 2006a; Krawetz,
2005a; Krawetz, 2005b).
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3.1. Estructura del espermatozoide humano

El espermatozoide se diferencia en dos regiones, morfolégica y funcionalmente
distintas. Las cuales, estan limitadas por una Gnica membrana plasmatica, y unidas
mediante la pieza de conexion (Figura 5). Estas regiones son: 1) la cabeza, formada
por una vesicula secretora muy especializada y el nucleo celular, donde reside Ila
informacidon genética, condensado y revestido tan sdlo de una fina capa de
citoplasma y de membrana celular; y 2) la cola o flagelo, que es una estructura
altamente definida, que confiere movimiento al espermatozoide, de forma que le
impulsa hacia el oocito y le ayuda a atravesar la cubierta oocitaria (Kierszenbaum y
Tres, 2012).

Membrana plasmatica . Pieza 5
intermedia

Cola

Mitocondrias

Ndcleo

Acrosoma

Figura 5. Morfologia de un espermatozoide humano maduro.

Concretamente, la cabeza del espermatozoide humano tiene una forma
ligeramente ovalada con un contorno regular (OMS, 2010). En su interior contiene
un par de estructuras funcionalmente muy importantes para el espermatozoide, el
material genético y el acrosoma. EI DNA del nucleo estd fuertemente
empaquetado, visualizdndose como una estructura muy condensada y aplanada
(Kierszenbaum y Tres, 2012). Para lograr este grado de condensacion, los
cromosomas de los espermatozoides en vez de contener histonas, propias de las
células somaticas, presentan unas proteinas de elevada carga positiva llamadas
protaminas, asi como histonas espermaticas especificas (Govin et al.,, 2004). Esto
permite que el volumen del ndcleo quede reducido al minimo, facilitando su
transporte e impidiendo la transcripcién (Kierszenbaum y Tres, 2012). La otra gran
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estructura presente en la cabeza, es una vesicula secretora muy especializada,
denominada vesicula acrosémica o acrosoma. El acrosoma se encuentra en
estrecha aposicidn con la parte anterior de la envoltura nuclear, estando anclado a
ella mediante una ldmina de citoesqueleto, denominada acroplaxoma. Esta vesicula
contiene enzimas hidroliticas (proteasas, fosfatasa 4cida, hialuronidasa vy
neuraminidasa, entre otras), que suelen encontrarse en los lisosomas. Es por ello
que se le suele considerar un tipo especial de lisosoma (Abou-Haila y Tulsiani,
2000). Las enzimas acrosdmicas se liberan por exocitosis, en el momento de la
fecundacién para facilitar que el espermatozoide atraviese la corona radiada y la
zona peldcida que rodean al oocito. La liberacion del contenido del acrosoma es lo
qgue se denomina reaccidon acrosémica, que es necesaria para la penetracion del
espermatozoide en el oocito y su fecundacién (Kierszenbaum y Tres, 2012).

La pieza de conexion entre la cabeza y la cola, también denominada cuello, es un
segmento estrecho que contiene un par de centriolos y proteinas asociadas. El
centriolo distal origina el axonema, y el proximal contribuye al ensamblaje de la
pieza de conexidn a la envoltura nuclear (Kierszenbaum y Tres, 2012).

Finalmente, la cola o flagelo, de subdivide en tres segmentos: la pieza intermedia,
la pieza principal y la pieza final. La pieza intermedia estd formada por tres
elementos, una vaina de mitocondrias dispuestas en hélice, el axonema, y nueve
columnas longitudinales llamadas fibras densas externas, que se proyectan por la
cola a partir de la pieza de conexion en el cuello del espermatozoide. Las
mitocondrias son las responsables de generar energia en forma de adenosin tri-
fosfato (ATP), necesaria para el correcto funcionamiento del espermatozoide. La
pieza principal es el segmento mas largo de la cola. Estd constituida por un
axonema central rodeado de siete fibras densas y una vaina fibrosa. Las fibras
densas externas son rigidas, de forma que protegen al flagelo de posibles roturas.
Ademas, aunque a priori, parecen reducir la flexibilidad del flagelo, aportan el
patrén de movimiento ondulatorio caracteristico de la cola del espermatozoide.
Por su parte, la vaina fibrosa esta formada por unas costillas concéntricas que se
proyectan desde unas columnas longitudinales equidistantes. El ultimo segmento
es la pieza final, que corresponde a una fraccién muy corta de la cola en el cual sélo
se encuentra el axonema (Kierszenbaum y Tres, 2012).
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3.2. Espermatogénesis

Los espermatozoides se producen mediante un proceso de diferenciacién celular
llamado espermatogénesis, cuyo resultado es la formacién de células haploides
(contienen la mitad de la informacidn genética) altamente especializadas a partir
de células madre de la linea germinal (Clermont, 1972). Este proceso tiene una
duracidn de entre 65 y 75 dias. Se inicia en la pubertad y se mantiene durante el
resto de la vida, aunque disminuye notablemente en la vejez (Kierszenbaum y Tres,
2012).

La formacién de los espermatozoides tiene lugar testiculos, concretamente en los
tubulos seminiferos (Figura 6). Entre el 60-80% del volumen testicular corresponde
a los tubulos seminiferos. El testiculo humano esta dividido por unos tabiques de
conjuntivo en unos 250-300 lobulillos con forma cénica. Dentro de cada lobulillo se
sitian entre tres y cuatro tubulos seminiferos, de una longitud de hasta 70 cm y
unas 20 um de didmetro. Estos conductos estan constituidos por una luz central
revestida del epitelio seminifero (Kierszenbaumy Tres, 2012).

El epitelio seminifero, es un tipo de tejido muy especializado que esta formado por
dos poblaciones celulares distintas, las células espermatogénicas y las células de
Sertoli. Estas Ultimas presentan una localizacién basal, estando ademas distribuidas
entre las células espermatogénicas, aportandoles un apoyo nutricional y funcional,
imprescindible para la correcta formacién y desarrollo de los espermatozoides. Una
caracteristica muy importante de las células de Sertoli es la existencia de unas
uniones herméticas basales entre ellas. Estas uniones desempefian dos funciones
distintitas, por un lado dividen el epitelio seminifero en dos compartimentos, basal
y adluminal, y por otro lado forman la barrera hematotesticular. Esta barrera
impide, que las proteinas, incluidos los anticuerpos, contacten con las células
espermatogénicas en desarrollo, y por otra parte, que las proteinas provenientes
de estas células espermatogénicas, se liberen al exterior de los tubulos seminiferos
y desencadenen una respuesta inmunitaria. Ademas, las células de Sertoli, se
encargan de sintetizar y secretar diversas sustancias que se liberan en la luz del
tubulo como parte del fluido testicular, o que pasan a la circulacién sanguinea
(Ogawa et al., 2005).

El otro tipo celular que nos encontramos dentro de los tubulos seminiferos son las
células espermatogénicas. Estas se corresponden con la poblacién de células
germinales masculinas en distintas etapas de maduracidon (espermatogonias,
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espermatocitos, espermatidas y espermatozoides). Las células espermatogénicas
adoptan una disposicion estratificada en funcién del estadio madurativo en el que
se encuentran. De forma que las menos evolucionadas, las espermatogonias, estdn
en contacto con la ldmina basal mientras que las mas evolucionadas, las
espermatidas y espermatozoides, estan situadas mas préximas a la luz del tubulo.
Una vez que los espermatozoides han completado su morfogénesis, son liberados a
la luz del tubulo seminifero (Clermont, 1972).

Tuabulo

Rete testis seminifero Espermatocitos

|
! | Espermatogonias
\
= 1t Célulade
Sertoli

Células de Leydig

Testiculo

Epididimo

| Espermatidas
Espermatozoides

Tunica albuginea
Canal deferente Membrana basal

Figura 6. Dibujo esquematico de la morfologia y disposicién del testiculo humano y del epididimo.
Seccién transversal de un tubulo seminifero humano y la disposiciéon de las células somaticas y
espermatogénicas.

Los tubulos seminiferos estan orientados hacia la misma direccion, desembocando
en una red de conductos llamada rete testis. La rete testis estd formada por una
serie de canales anastomosados, de forma irregular, y esta unida con el epididimo a
través de unos 12-20 conductos eferentes. El epididimo es un tubulo muy
contorneado de unos 4-6 cm de longitud. En él, los espermatozoides se almacenan
y maduran, es decir, adquieren un patrén de movilidad anterégrada. Sin embargo,
los espermatozoides almacenados en este punto, siguen sin estar en condiciones
para fecundar el oocito, ya tienen que terminar de madurar. Este proceso de
maduracién post-testicular, que tiene lugar en el tracto genital femenino, es
esencial para la adquisicién de la capacidad fecundante (Kierszenbaum y Tres,
2012).
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El proceso de espermatogénesis se puede dividir en tres fases, la fase mitdtica, la
fase meidtica y por ultimo la espermiogénesis (Clermont, 1972; Kierszenbaum vy
Tres, 2012).

3.2.1. Fase mitdtica

Durante la formaciéon del embridn, las células germinales primordiales emigran
hacia los testiculos y se convierten en células germinales inmaduras llamadas
espermatogonias. Estas constituyen el estrato basal del epitelio seminifero, ya que
se localizan alrededor del limite externo de los tubulos seminiferos junto a la
[dmina basal. Esta primera fase comienza en la pubertad, y en ella las
espermatogonias proliferan mediante mitosis y se diferencian en espermatocitos.
Las células germinales inmaduras o espermatogonias, son células que contienen Ia
informacidon genética por duplicado (diploides o 2n). En el testiculo humano,
existen dos tipos fundamentales de espermatogonias: las espermatogonias de tipo
A (46, 2n), que sufren un nimero limitado de divisiones mitoticas, de forma que
mantienen la poblacidn; y las espermatogonias de tipo B (46, 2n), procedentes de
la division mitética de las anteriores, que emprenden el proceso de meiosis
(Clermont, 1972; Kierszenbaum y Tres, 2012).

3.2.2. Fase meidtica

La fase meidtica se corresponde con la etapa en la que tiene lugar la reduccion del
contenido genético a la mitad, de forma que las células pasan de ser diploides (2n)
a ser haploides (n). Ademas, en esta etapa tiene lugar la recombinacién entre
cromosomas homdélogos, que origina que todos los espermatozoides producidos
por el vardn contengan diferentes combinaciones génicas, aumentando asi la
variabilidad genética (Clermont, 1972; Kierszenbaum y Tres, 2012).

Esta etapa comienza cuando las espermatogonias de tipo B, entran en la primera
division meidtica y replican su DNA, pasando a ser espermatocitos primarios (46,
4N). Estos espermatocitos contintdian con la meiosis, de forma que cuando termina
la primera divisién meiotica se han producido dos espermatocitos secundarios (23,
2n). Estos avanzan en el proceso de meiosis entrando en la segunda division
meidtica, en la que se reduce la carga genética a la mitad, dando lugar a la
formacién de dos espermdtidas redondas haploides (23, 1n). De forma que por
cada espermatogonia que comienza esta fase, se producen cuatro espermatidas
redondas (Clermont, 1972; Kierszenbaum y Tres, 2012).
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3.2.3. Espermiogénesis

La ultima fase, llamada espermiogénesis, se caracteriza por una compleja
morfogénesis a través de la cual las espermdtidas redondas o precoces se
diferencian, primero en espermdtidas alargadas o tardias, y finalmente, en
espermatozoides. Las espermatidas redondas inician una nueva mitosis, dando
origen cada uno de ellos a dos espermatidas mas alargadas, situadas ya muy
proximas a la luz del tubulo. Estas sufren una serie de modificaciones que consisten
en: 1) el desarrollo del flagelo a partir del centriolo distal; 2) el desarrollo del
acrosoma a partir de aparato de Golgi, que se corresponde con la sintesis y
almacenamiento progresivo de enzimas hidroliticas en el saco acrosémico; 3) el
desarrollo del manguito o manchette, estructura compuesto por un anillo
perinuclear y microtubulos, que resulta esencial para el transporte de vesiculas o
balsas de proteinas durante la morfogénesis del espermatozoide; y 4) la
condensacion nuclear (Kierszenbaumy Tres, 2012).

Tras haberse completado la espermiogénesis, durante la fase final de maduracién
de la espermatidas, las mitocondrias completan su alineamiento, el manguito migra
en direccion caudal y se desensambla, el nicleo se alarga y condensa, y el
citoplasma sobrante de las espermatidas, denominado cuerpo residual, es
fagocitado por las células de Sertoli (Kierszenbaum y Tres, 2012).

El espermatozoide, ya formado, es liberado a la luz del tubulo mediante un proceso
dirigido por las células de Sertoli denominado espermiacion. Se calcula que
diariamente, en condiciones normales, se liberan a la luz de los tubulos seminiferos
mas de 180 millones de espermatozoides (Clermont, 1972).

Una caracteristica importante de la espermatogénesis es que cuando una
espermatogonia ha empezado el proceso de maduracién, las células de su
descendencia no completan la divisiéon citoplasmatica (citocinesis), ni durante la
mitosis ni durante la meiosis. Esto significa que se forman grandes clones de células
hijas diferenciadas descendientes de una espermatogonia madura, que
permanecen conectadas por puentes citoplasmaticos formando un sincitio. Estos
puentes citoplasmaticos se mantienen hasta el final de la diferenciaciéon de los
espermatozoides, cuando se produce la espermiacién. Este hecho es el responsable
de la produccidn sincréonica de espermatozoides maduros en cualquier area del
tubo seminifero (Kierszenbaumy Tres, 2012).

28



Introduccidn

3.3. Maduracidn post-testicular

Los espermatozoides presentes en los tubulos seminiferos y en las primeras
porciones del epididimo son inméviles e incapaces de fecundar un oocito. Sin
embargo, tras haber permanecido en el epididimo entre 18 y 24 horas, obtienen la
capacidad de movilidad (Amann y Howards, 1980). Aun asi, diversas proteinas
inhibidoras presentes en el liquido del epididimo impiden el movimiento real hasta
después de la eyaculacion (Yoshida et al., 2008).

Los espermatozoides tardan varios dias en recorrer el epididimo. A pesar de que
cuando abandonan el epididimo se les considera “maduros”, los espermatozoides
eyaculados no son competentes para fecundar el oocito, y necesitan ser
modificados por el tracto genital femenino (De Jonde, 2005; Suarez, 2008; Sakkas
et al., 2015). Las modificaciones que acontecen en el tracto reproductor femenino
se producen de manera secuencial y son: la adquisicion de la movilidad, la
capacitacidn, intimamente unida a la hiperactivacién, la reaccién acrosdomica y por
ultimo la fusidn de las membranas gaméticas (Austin, 1952; Yoshida et al., 2008).

Como se acaba de describir, la primera modificacion que sufren los
espermatozoides consiste en la adquisicion de la movilidad progresiva, la cual
tiene lugar en el Utero femenino. El espermatozoide adquiere esta movilidad
mediante una serie de cambios en las condiciones ambientales, tales como
variaciones en la concentraciones osmotica e idnicas, y en respuesta a factores
liberados por el oocito y que resultan esenciales para la fecundacion del mismo
(Yoshida et al., 2008).

Una vez se ha adquirido la movilidad, se produce la capacitacion espermatica,
proceso que acontece en las trompas de Falopio. La capacitacién es un proceso
reversible que se inicia con la eliminaciéon de factores unidos al espermatozoide,
procedentes del plasma seminal, y finaliza cuando el espermatozoide es capaz de
responder a los estimulos generados por la zona pelucida del oocito, que
desencadenan la reaccion acrosémica (Chang, 1951; Austin, 1952). Este proceso
supone cambios bioquimicos y funcionales en los espermatozoides, incluyendo la
remodelacion de las moléculas de la superficie celular, desestabilizando Ia
membrana plasmdtica y desencadenando la hiperactivaciéon espermatica; lo que
prepara al gameto masculino para la reaccidn acrosémica (Yanagimachi, 1994; De
Jonde, 2005). Ademas estd asociada a: 1) una disminucion del nimero de
moléculas de colesterol en la membrana plasmatica, 2) un aumento de la
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concentraciéon de calcio y adenosin mono-fosfato ciclico (AMPc) intracelular, 3) un
aumento del pH citosdlico, 4) la fosforilacidn de las tirosinas de distintas proteinas,
5) variaciones en la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6) al
desenmascaramiento de receptores de superficie celular que contribuyen a la
unién de los espermatozoides a la zona pelucida (Visconti y Kopf, 1998; Breitbart,
2002; De Jonde, 2005). In vivo el proceso sucede en el transito del espermatozoide
a través del tracto femenino y termina en el oviducto o trompa de Falopio
(Rodriguez-Martinez et al., 2001; De Jonde, 2005; Suarez, 2008; Sakkas et al.,
2015). Pero también puede producirse in vitro en condiciones de cultivo apropiadas
y habitualmente es un requerimiento en los procedimientos de fecundacidn in vitro
(Hafez et al., 2004; De Jonde, 2005). La capacitacién también se asocia a cambios
en los patrones de movimiento de los espermatozoides, fendmeno denominado
hiperactivacién (Yanagimachi, 1970).

La reaccion acrosomica es un proceso irreversible que acontece tras la
capacitacién. Como ya se ha comentado, consiste en la exocitosis de la vesicula
acrosOmica del espermatozoide. Lo que se produce como consecuencia de la fusidn
de la membrana plasmdtica con la membrana acrosomal externa del
espermatozoide y la exposicidn hacia el exterior de la membrana acrosomal interna
(Yanagimachi, 1994; Yoshida et al., 2008). En una primera fase se libera una
pequefia cantidad del contenido del acrosoma, lo que permite al espermatozoide
atravesar las células de la granulosa que rodean al oocito. Posteriormente, cuando
los espermatozoides se unen a la zona pelldcida, mediante proteina ZP3, la
membrana exterior del acrosoma se disuelve produciéndose la liberacion del resto
del contenido acrosémico, de forma que el espermatozoide puede atravesar la
zona pelucida (Yoshida et al., 2008).

Finalmente, una vez que el espermatozoide atraviesa la zona peltcida y ha sufrido
la reaccién acrosdmica, se provoca una remodelacion de la superficie del
espermatozoide a nivel del segmento ecuatorial (de Lamirande et al., 1997) y se
produce la interaccién entre las membranas plasmdticas de los gametos. Estas se
fusionan y el material genético del espermatozoide penetra en el oocito para dar
lugar a un cigoto totipotente (Yoshida et al., 2008).

Por lo tanto, para poder fecundar al oocito, los espermatozoides deben tener la
habilidad de nadar, atravesar el moco cervical y finalmente, encontrar y reconocer
el oocito para asi poder iniciar tanto la fecundacién como los procesos que resultan
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en la formacion de un embrién (De Jonde, 2005; Yoshida et al., 2008). Durante el
desarrollo de todas estas etapas intervienen un gran nimero de moléculas (Aitken
et al.,, 2007; Suarez, 2008; Rahman et al,, 2014), las cuales, podrian ser usadas
como biomarcadores de la funcién espermatica.

Hasta la fecha se han relacionado varios de estos componentes espermaticos con la
fertilidad/infertilidad masculina. Sin embargo, dados los nimeros procesos por los
gue atraviesan los espermatozoides hasta que fecundan un oocito, resulta
imposible definir un Unico responsable. Esto hace la infertilidad masculina sea
entendida como una situacidon ocasionada por la combinacion de varios de estos
factores.
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4. Marcadores moleculares relacionados con la
fertilidad espermatica

Como ya se ha explicado, los parametros clinicos no siempre permiten evaluar el
potencial fértil del vardn, ya que las causas de la infertilidad no siempre pueden ser
observadas en un andlisis seminal. En los ultimos anos, se han llevado a cabo
diversos estudios para identificar y comprender los mecanismos moleculares que
intervienen en la infertilidad masculina. Fruto de ello, se han descrito vy
caracterizado diferentes rasgos morfoldgicos y moleculares de los espermatozoides
considerados como esenciales para la obtencion de descendencia. Esto ha
resultado en el desarrollo de distintas metodologias que permiten una seleccién
objetiva de los mejores espermatozoides para usar en las distintas técnicas de
fecundacion in vitro.

Asi, los procesos fisiolégicos mas estudiados han sido los relacionados con el estrés
oxidativo, la apoptosis, la ubiquitinacién, la integridad del DNA y distintas
moléculas individuales implicadas en la funcionalidad espermatica. Al mismo
tiempo, esto se ha visto potenciado tanto por los grandes avances tecnoldgicos,
como por el desarrollo de las ciencias “-6micas”, las cuales se han convertido en
valiosas herramientas en el estudio de las caracteristicas moleculares del
espermatozoide. Todo esto, estd permitiendo un mayor conocimiento sobre las
moléculas implicadas en los procesos bioldgicos que sufren los espermatozoides v,
consecuentemente, sobre su fisiologia y fisiopatologia.

Sin embargo, sigue siendo necesario un estudio mas detallado de todos estos
elementos y procesos, para asi, por una parte lograr entender su funcién y su
regulacion, y por otra parte, poder determinar biomarcadores de infertilidad
masculina.

La descripcion de biomarcadores que ayuden a predecir o valorar la infertilidad
masculina, supondria una gran mejora para su tratamiento. Ya que por un lado,
estos biomarcadores podrian ser usados como pruebas complementarias al
espermiograma, mejorando su poder diagndstico o prondstico, y por otro, podrian
permitir la seleccidn de los mejores espermatozoides para usar en las TRA.
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4.1. Métodos actuales de seleccidn objetiva de
espermatozoides

Actualmente en las clinicas de reproduccién asistida podemos encontrar distintos
métodos que permiten una seleccidn objetiva de espermatozoides. Estas técnicas
se basan en las caracteristicas morfoldgicas y moleculares que presentan los
espermatozoides maduros, y que estdn asociadas con una correcta funcién celular
y con la integridad del DNA espermatico (Henkel, 2012). El uso de estos
espermatozoides maduros sanos y morfolégicamente normales, implicaria una
mejora en los resultados de las TRA (Said y Land, 2011; McDowell et al., 2014).
Estos métodos de seleccion objetiva son: 1) el aislamiento de espermatozoides
mediante su carga eléctrica, que pueden realizarse en base a la carga eléctrica de
su superficie y en base al potencial zeta (potencial eléctrico existente entre la
membrana de los espermatozoides y su entorno), 2) la seleccion celular
inmunomagnética para la deteccion de células apoptdticas (columnas MACS de
Anexina V), 3) la seleccién de espermatozoides maduros en base a su union al acido
hialurénico mediante dos protocolos similares, PICSI™ y SpermSlow, 4) la seleccién
de espermatozoides en base a sus caracteristicas morfoldgicas al ser observados en
un microscopio de alta magnificacién (IMSI), y 5) la seleccidn de espermatozoides
que presentan birrefringencia al ser observados en un microscopio de luz
polarizada (McDowell et al., 2014).

4.1.1. Aislamiento de espermatozoides por su carga eléctrica

Durante la maduracidon del epididimo, los espermatozoides humanos sufren
distintas modificaciones en la membrana plasmatica. Una de estas modificaciones
es la adquisicién de distintas formas de una sialoglicoproteina unida a lipidos, la
gp20/CD52, que ademas, les confiere carga eléctrica negativa (Ishijima et al., 1991;
Henkel, 2012). El nivel de expresién de esta proteina en los espermatozoides
parece estar correlacionado positivamente con el porcentaje de espermatozoides
con morfologia normal, asi como con el estado de capacitacién espermatica y el
status fértil del varon (Henkel, 2012). De forma que, este tipo de protocolos
permiten una seleccién, no invasiva, de los espermatozoides maduros y de mejor
calidad (Chan et al, 2006; Razavi et al., 2010). Actualmente existen dos
procedimientos para separar los espermatozoides en base a su carga eléctrica: 1) la
seleccidn de espermatozoides cargados negativamente mediante electroforesis, y
2) la seleccién en base a su potencial zeta, que como ya se ha expuesto, es el
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potencial eléctrico existente entre la membrana de los espermatozoides y su
entorno (McDowell et al., 2014; Ishijima et al., 1.991).

El método de seleccion de espermatozoides mediante electroforesis se basa en el
tamafio y la carga de estas células. El criterio de tamafio asegura que sélo se
seleccionan espermatozoides maduros. Mientras que el resto de células presentes
en el semen, como leucocitos y células germinales inmaduras, son excluidas debido
a su mayor tamafio (Ainsworth et al., 2005; Said y Land, 2011). La existencia de una
carga superficial electronegativa, debida a la presencia de sialoglicoproteinas en su
membrana (Ishijima et al., 1991), indica que los espermatozoides han finalizado
correctamente el proceso de diferenciacion, y que por lo tanto serian maduros
(Engelmann et al., 1988; Ainsworth et al., 2005). En este procedimiento, el semen
es colocado en un dispositivo electroforético al que se aplica una corriente, de
forma que los espermatozoides maduros, con carga negativa, se separan
rapidamente recogiéndose en una cdmara adyacente. La seleccidn electroforética
de espermatozoides es un método relativamente rdpido (Ainsworth et al., 2005),
que ademas reduce al minimo el estrés oxidativo al que son sometidos los
espermatozoides (Aitken y Clarkson, 1988; Ainsworth et al., 2005). Asimismo, se ha
demostrado su eficacia en muestras con bajo recuento espermatico, como
sémenes oligozoospérmicos y muestras de espermatozoides congelados y
obtenidos de biopsias testiculares. Sin embargo, la complejidad del aparato de
separacion puede ser un factor limitante para su uso rutinario en los laboratorios
de andrologia (Said y Land, 2011).

Igualmente, se ha desarrollado otro método de seleccién, basado en el potencial
zeta de los espermatozoides (Chan et al., 2006). Para la realizacién de este método,
basta con afiadir a un tubo de centrifuga cargado positivamente, espermatozoides
previamente lavados. Después de un minuto, se centrifuga y se elimina todo el
contenido que no ha quedado adherido al tubo, como espermatozoides inmaduros
y/u otros contaminantes. Finalmente, los espermatozoides maduros, cargados
negativamente, son recuperados tras adicionar al tubo medio suplementado con
suero (Said y Land, 2011). De forma que es un método sencillo, barato, y que no
requiere ningun equipamiento instrumental especial. Sin embargo, presenta una
serie de limitaciones, como la baja recuperacion de espermatozoides, lo que
restringe su uso en muestras de varones oligozoospérmicos, o el que no haya sido
probado con espermatozoides recuperados del testiculo o del epididimo (Chan et
al., 2006; Said y Land, 2011).
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Aunqgue se ha comprobado que el uso de estas técnicas mejora la calidad de los
espermatozoides recuperados, no se ha demostrado que estos espermatozoides
mejoren significativamente los resultados de las TRA (Said y Land, 2011; McDowell
et al., 2014).

4.1.2. Separacion inmunomagnética de espermatozoides mediante
columnas de Anexina V

Las células que van a entrar en un proceso de muerte celular programada, o
apoptosis, sufren la translocacion de moléculas del fosfolipido fosfatidilserina (PS)
a la superficie externa de la membrana plasmatica. Una de las caracteristicas de
estos fosfolipidos es que se unen con gran afinidad a la Anexina V (Vermes et al.,
1995). Teniendo en cuenta esta caracteristica, se han desarrollado unos
dispositivos basados en unas columnas que permiten la separacion
inmunomagnética de estas células apoptéticas, las columnas MACS® de Anexina V.
Asi, estas columnas permiten la seleccién y retencidn de espermatozoides que
presentan PS en su superficie, y por tanto que han comenzado con el proceso de
apoptosis. Este método consiste en la incubacion de la muestra de
espermatozoides con Anexina V, previamente conjugada con moléculas de hierro,
para posteriormente ser cargada en una columna a la que se le aplicada un campo
magnético. De forma que los espermatozoides que presenten moléculas de PS de la
superficie, se uniran a la Anexina V y seran retenidos en la matriz de la columna,
mientras que el resto de los espermatozoides eluiran a través de la columna. Por lo
tanto, este método permite identificar y separar los espermatozoides cuya
integridad de membrana y vitalidad no estdn comprometidas v,
consecuentemente, mejora la calidad de los espermatozoides que van a ser usados
en las TRA (Grunewald, 2001).

Tedricamente, el uso de estas columnas mejoraria la calidad embrionaria, asi como
las tasas de fecundacién, implantacion y gestacidn, y reduciria las tasas de aborto
en base a la obtencidon de espermatozoides de mejor calidad. Sin embargo, los
datos obtenidos en multiples estudios muestran una gran controversia en estas
supuestas mejoras en los resultados de las parejas infértiles (Dirican et al., 2008;
Nadalini et al., 2014; Gil et al., 2013; Romany et al., 2014; Said y Land, 2011).
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4.1.3. Seleccidn de espermatozoides con receptores de acido hialurénico

Los espermatozoides maduros presentan en su superficie receptores para el acido
hialurénico, lo que estd asociado a la remodelacion que sufre la membrana
plasmatica durante la espermiogénesis (Huszar et al., 2007). Este receptor es de
suma importancia en la fecundacién, ya que hace posible la uniéon de los
espermatozoides a la zona pelldcida de los oocitos. De igual manera, estos
espermatozoides pueden unirse in vitro al acido hialurdnico en estado sélido (Cherr
et al., 1999). Los espermatozoides con capacidad de unién al acido hialurénico
presentan una serie de caracteristicas morfoldgicas, tales como: 1) la ausencia
retencidon andmala de citoplasma, 2) la ausencia de histonas persistentes, 3) la
presencia de DNA sin fragmentacién, 3) la ausencia de marcadores de apoptosis
como la caspasa 3, y 4) la expresion de la chaperona HSPA2, que forma parte del
complejo sinaptonémico, y cuya funcidon es dirigir y apoyar la meiosis (Nasr-
Esfahani et al., 2008). Ademas, se ha observado una correlacion significativa entre
los pardmetros seminales basicos (densidad, movilidad y porcentaje de
espermatozoides normales) y la capacidad de unién al 4cido hialurénico (Ye et al.,
2006).

La seleccidn de estos espermatozoides para ICSI mediante esta caracteristica puede
llevarse a cabo a través del uso de dos sistemas similares: 1) una placa de
microinyeccién cuya base estd impregnada de acido hialurénico (PICSI™), o 2) un
medio de 4cido hialurénico que se adiciona en la placa de microinyeccién
(SpermSlow) (Huszar et al., 1997). En lo que se refiere a estos dos procedimientos,
actualmente no hay evidencias suficientes que demuestren que tienen distintas
eficacias (McDowell et al., 2014). De esta manera, ambos métodos posibilitan la
obtencién de espermatozoides maduros, no apoptoticos, sin DNA fragmentado y
con una menor frecuencia de aneuploidias cromosdémicas (Nasr-Esfahani et al.,
2008). Asimismo, los resultados obtenidos en multiples estudios muestran una gran
controversia, siendo ademas insuficientes para demostrar si los espermatozoides
seleccionados de esta forma, mejoran los resultados de las TRA, como las tasas de
gestacion o de recién nacido vivo (RNV) (McDowell et al., 2014).

4.1.4. Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides seleccionados
morfolégicamente (IMSI)

La morfologia espermatica ha sido definida como uno de los factores
determinantes de la fertilidad masculina, tanto in vivo como in vitro (Kruger y
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Coetzee, 1999; Van Waart et al., 2001; van der Merwe et al., 2005). Teniendo en
cuenta esto, se describid un nuevo método de seleccién de espermatozoides
basado en el examen de la morfologia de los organulos de los espermatozoides
moviles conocido como MSOME (motile sperm organelle morphology examination)
(Bartoov, 2002). Esta técnica requiere un profundo analisis de la morfologia de una
serie de orgdnulos y estructuras presentes en los espermatozoides, utilizando un
microscopio de gran amplificacion (mas de 6000 aumentos). Los organulos o
estructuras examinadas son seis: el acrosoma, la lamina postacrosémica, el cuello,
las mitocondrias, la cola, y el nucleo. El uso de MSOME en la seleccion de
espermatozoides que van a ser usados para la ICSI, fue denominada como
inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides seleccionados morfolégicamente
(IMSI) (Bartoov, 2003; Teixeira et al., 2013). Este procedimiento presenta varias
ventajas, como la seleccién de los espermatozoides en tiempo real, sin tinciones
gue los dafien, con gran magnitud y sin que exista una manipulacién prolongada
del semen para la separacion de los espermatozoides del liquido seminal antes de
la microinyeccion. Sin embargo, es una técnica que requiere equipos especiales,
consume mucho tiempo y para la que se necesita mucha experiencia por parte del
observador, lo que también implica mayores gastos (Said y Land, 2011).

Desde la introduccidn de la IMSI, se han desarrollado varios estudios que comparan
su eficacia respecto a la ICSI, obteniéndose resultados controvertidos. Aunque se
ha observado una mejora de la tasas embarazo clinico y de RNV, asi como una
disminucién de las tasas de aborto, estos resultados no proceden de evidencias
solidas y robustas. Por lo que resultan necesarios mas estudios que permitan
comprobar de una forma fiable estos efectos (Teixeira et al., 2013; La Sala et al.,
2015).

4.1.5. Seleccion de espermatozoides birrefringentes

La birrefringencia es una caracteristica intrinseca de los espermatozoides maduros,
que se debe fundamentalmente a organizacidon longitudinal de los filamentos
proteicos subacrosomales presentes en la cabeza espermatica (Baccetti, 2004;
Vermey et al., 2015). Esta birrefringencia refleja el buen estado de salud de los
espermatozoides y estd asociada a una mayor calidad seminal. Por una parte se ha
observado que la proporcion de espermatozoides birrefringentes es menor en
muestras patoldgicas y en las muestras de espermatozoides testiculares; y por otra
parte, la birrefringencia espermatica, se correlaciona significativamente con
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distintos pardmetros seminales bdsicos como la concentracidon, la movilidad y la
viabilidad. De la misma forma, se ha observado que cuanto mas birrefringencia
muestran los espermatozoides, poseen un menor porcentaje de aneupliodias
cromosomicas (Gianaroli et al., 2008).

Teniendo en cuenta esta caracteristica, se desarrollé un sistema dptico basado en
la luz polarizada, que permite la identificacién y seleccion de espermatozoides
birrefringentes. Este constituye un método no invasivo, que permite seleccionar
espermatozoides maduros para la ICSI, sin afectar a su viabilidad y movilidad
(Gianaroli et al., 2008). Sin embargo, la seleccion de espermatozoides mediante
microscopia polarizada requiere de una instrumentacion adicional, asi como mas
tiempo y experiencia técnica (Said y Land, 2011). El uso de espermatozoides
birrefringentes en pacientes con factor masculino severo mejora las tasas de
implantacion, de embarazo clinico y de gestacién evolutiva, aunque no se observa
ningun efecto sobre las tasas de fecundacién y el ritmo de division embrionaria
(Vermey et al, 2015). Teniendo en cuenta estos datos, el andlisis de la
birrefringencia en la cabeza del espermatozoide podria representar tanto una
herramienta diagndstica como un nuevo método para la seleccidn espermatica
aplicable en los laboratorios de fecundacion in vitro (Gianaroli et al., 2008; Vermey
et al., 2015). No obstante, a pesar de que se ha observado una mejora de los
resultados, se necesitan mas evidencias sélidas que justifiquen la implementacién
de esta técnica de forma rutinaria en los laboratorios de reproduccidn asistida
(McDowell et al., 2014).

Aunque estos métodos de seleccidon objetiva de espermatozoides suponen un
avance para la mejora de los tratamientos de fecundacion in vitro, las desventajas
de algunas de estas técnicas (equipamiento instrumental, gran experiencia o
tiempo de realizacidn), asi como los resultados de los estudios llevados a cabo para
comprobar su eficacia, hacen que a dia de hoy, la aplicacion rutinaria de estas
metodologias resulte algo controvertida. Asi, diversos autores reflejan la necesidad
de realizar estudios clinicos mas robustos que avalen de forma mas contundente el
uso de estas técnicas de seleccidon espermatica en la practica clinica diaria (Said y
Land, 2011; Teixeira et al., 2013; McDowell et al., 2014).
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4.2. Marcadores moleculares de infertilidad masculina

A lo largo de los afios se han ido realizando diversos estudios cuyo objetivo es
profundizar en el conocimiento sobre las moléculas implicadas en la fisiologia y
fisiopatologia espermatica y asi poder diagnosticar o predecir el potencial fértil de
un vardn o la capacidad fecundante de un eyaculado. Siendo los procesos mas
estudiados los relacionados con el estrés oxidativo, la apoptosis, la integridad del
ADN, y distintos factores moleculares individuales. Para lo cual, ademas de realizar
diversos estudios basicos y clinicos, basados en técnicas clasicas de biologia
molecular, se estan aplicando las ciencias “-omicas” como unas nuevas
herramientas para determinar estos marcadores moleculares.

4.2.1. Marcadores de estrés oxidativo

En la regulacién de la fisiologia del espermatozoide, el mantener de unos
adecuados niveles de elementos oxidantes resulta esencial, ya que dichos
elementos estdn implicados en procesos como la adquisicion del potencial
fecundante, la capacitacion y la fusion con el oocito (Garrido et al., 2008). Sin
embargo, un desequilibrio entre la produccidén o exposicidn excesiva a elementos
oxidantes y/o a la deficiencia de sustancias antioxidantes, origina estrés oxidativo
(EQO), que es una de las causas mas importantes de mal funcionamiento de los
gametos masculinos (Agarwal et al., 2014; Lee y Foo, 2014) (Figura 7).

Los elementos oxidantes estan formados principalmente por las ROS, las cuales son
productos derivados del metabolismo celular aerobio, que forman parte de un
conjunto de moléculas conocidas como radicales libres (RL). Estos RL tienen en
comun la presencia de uno o mas electrones desapareados, lo que hace que actien
como agentes oxidantes altamente reactivos. Entre estos RL se encuentran el anion
superdxido (O7), el radical hidroxilo (OH’) y el oxido nitrico (NO). Pero ademas,
existen otras moléculas como el peréxido de hidrogeno (H,0,), que aunque no es
un RL, actia como tal (Agarwal et al., 2014). En la otra parte de la balanza estan los
mecanismos antioxidantes, encargados de proteger a las células de los efectos
producidos por los RL. Estos elementos antioxidantes se pueden dividir en
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos (Agarwal et al, 2014). Los
espermatozoides, debido al escaso espacio citoplasmatico, presentan una baja
proteccion antioxidante. Asi, estas células poseen unos niveles muy bajos de
enzimas antioxidantes citoplasmaticos tales como glutatién peroxidasa (GPx),
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glutatién reductasa (GR), catalasa y superdxido dismutasa (SOD) (Aitken y koppers,
2011). La escasez de capacidad antioxidante espermatica estd compensada con
distintos componentes presentes en el liquido seminal. Ya que este fluido contiene
distintos elementos antioxidantes proporcionados por las secreciones del tracto
reproductivo masculino, como la vitamina C, el 4cido urico, el triptéfano y la
taurina (Moustafa et al., 2004; Aitken y koppers, 2011).

Ectilo de vida
{alcohol, tabaco, dieta, etc.)
Medio amblente
(pesticidas, metales pesados, drogas, etc.)

Causas testiculares oseminales Antioxidantes:

(varicocele, criptorguidia, leucocitos, metabolismo Glutatiénreductasa,
espermética, etc.) Gluratién peroxidasa,
Superdxidodis murasa,
‘ Catalasa
Especies reactivas del
oxigeno:

NG, O, H,0,

.

Estrés oxidativo

A

Dafiosen:
*Membrana plas matica
* ADM nuclear
* ADM mitocondrial

Figura 7. Esquema de la produccion de estrés oxidativo en los espermatozoides por desequilibrio
entre los elementos oxidantes y los mecanismos antioxidantes. Modificado de Agarwal et al., 2014.

Los espermatozoides son unas células altamente vulnerables al EO. Por una parte, y
como se ha comentado, carecen de una adecuada proteccion antioxidante
intrinseca, y por otra parte, poseen una gran cantidad de dianas a las que los RL
pueden atacar, como los acidos grasos insaturados de la membrana plasmatica y el
DNA, tanto mitocondrial como nuclear (Aitken y koppers, 2011; Kovac et al., 2013).
Uno de los primeros dafos que producen los RL es la peroxidacion lipidica de la
membrana plasmatica, afectando a su fluidez e integridad. Esto supone la
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alteracion de la estructura de receptores de proteinas, enzimas y proteinas de
transporte, lo que conlleva fallos en las funciones dependientes de gradientes
idnicos y transduccion de senales (Agarwal et al.,, 2014; Fraczek y Kurpisz, 2005).
Posteriormente, en fases mas avanzadas del EO, se produce la oxidacion del DNA
(que finalmente conduce a su fragmentacién) y se inician distintas rutas de muerte
celular programada o apoptosis (Agarwal et al., 2014; Fraczek y Kurpisz, 2005).
Resultado de estos dafios, se producen una serie de alteraciones en la fisiologia del
espermatozoide, que resultan en: 1) el empeoramiento de los parametros
espermaticos (movilidad, concentracion y morfologia), 2) la desregulacion de la
reaccién acrosémica, 3) la imposibilidad de reconocimiento y fusién entre el
espermatozoide y el oocito, 4) el empeoramiento de la calidad y viabilidad
embrionaria (Zorn et al., 2003; Meseguer et al., 2006; Agarwal et al., 2014, Homa et
al., 2015) y 5) la disminucién de las posibilidades de conseguir una gestacion tras el
uso de TRA (Deepinder et al., 2007).

El estrés oxidativo puede ser analizado mediante la determinacién de las ROS, de
las proteinas o lipidos oxidados, y/o de la concentracidn de enzimas antioxidantes,
como la GPx (sobre todo de las isoformas GPx1 y GPx4) (Garrido et al., 2004;
Sanchez et al., 2013). Asi, se ha observado que en los espermatozoides de varones
infértiles, el sistema glutation estd alterado y presenta una menor actividad
(Garrido et al., 2004). Por otra parte, la expresiéon de GPx4 en los espermatozoides
estd positivamente relacionada con la morfologia de los embriones en dia 3 de
desarrollo, mientras que una menor actividad de GPx1 esta relacionada con un
peor desarrollo y calidad embrionaria de los embriones en dia 5 (Meseguer et al.,
2006). Sin embargo, no se han encontrado diferencias entre las muestras que
consiguen gestacioén y las que no, probablemente debido a la seleccion embrionaria
antes de la transferencia (Meseguer et al., 2006; Garrido et al., 2008).

En cuanto a la utilidad de los marcadores de estrés oxidativo como pruebas
diagnosticas de la fertilidad masculina, la falta de consenso en cuanto a los test
diagnésticos, los limites de normalidad y los insuficientes datos clinicos, limitan su
uso clinico en los centros de reproduccién (Garrido et al., 2008).

4.2.2. Marcadores apoptéticos

La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso controlado mediante el
que el organismo elimina células envejecidas o defectuosas contribuyendo a la
homeostasis de los tejidos. La apoptosis, consiste en la induccién de una serie de
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alteraciones morfoldgicas y bioquimicas, que conllevan la muerte de las células
(Kerr et al., 2002). De la misma manera, y en relacion a la los espermatozoides, la
apoptosis asegura la eliminacidén selectiva de las células germinales inmaduras o
que han sido dafiadas durante su desarrollo (Aitken y Baker, 2013). Las
caracteristicas bioquimicas de la apoptosis incluyen la externalizacién de la PS, la
activacién de la via de las caspasas, y finalmente la fragmentacion del DNA (Fadok
et al., 1992). Diversos estudios han relacionado estas caracteristicas bioquimicas
con la infertilidad masculina al observar que los varones infértiles presentan un
mayor numero de espermatozoides apoptéticos (Specht et al.,, 2012). Ademas, se
ha evidenciado que en estos varones se produce un aumento en la actividad de las
caspasas, y en la externalizacién de la PS (Barroso et al., 2000; Paasch et al., 2004;
Grunewald et al., 2009; Almeida et al., 2009; Aitken y Curry, 2011).

4.2.3. Ubiquitina

La ubiquitina, es otra molécula que también ha sido relacionada con el correcto
desarrollo espermatico. Asi, los espermatozoides defectuosos son marcados con
esta molécula a su paso por el epididimo, de forma que posteriormente son
fagocitados. La presencia de un alto grado de ubiquitinizacién en espermatozoides
eyaculados puede indicar la existencia de fallos en este proceso (Sutovsky et al.,
2001; Sutovsky et al., 2004; Muratori et al., 2009). Por otra parte, la presencia de
un gran numero de espermatozoides defectuosos, puede disminuir el potencial
fértil del eyaculado (Sutovsky et al., 2001; Sutovsky et al., 2004; Muratori et al.,
2009). Sin embargo, no existe un consenso sobre la relacién entre el nivel de
ubiquitinacion y la calidad espermadtica, lo que limita el uso de este marcador como
valor pronéstico del potencial fértil de una muestra (Muratori et al., 2009).

4.2.4. Integridad del DNA

La integridad del DNA espermatico puede verse afectada a través de distintos
mecanismos o condiciones, que alteran la homeostasis celular desencadenando
distintos procesos. Algunos de los mecanismos que producen un dafio irreversible
en el DNA del gameto masculino son: 1) el empaquetamiento anormal de la
cromatina (errores en la sustitucién de histonas por protaminas o fallos en las
enzimas que reparan roturas del estrés torsional); 2) el estrés oxidativo; y 3) los
procesos de apoptosis (Carrell et al., 2007; Agarwal y Said, 2005; Aitken y Baker,
2013). Igualmente, tanto los estadios avanzados de estrés oxidativo como las fases
avanzadas del proceso apoptdtico resultan en la fragmentacion del DNA (Aitken y
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koppers, 2011; Aitken y Baker, 2013). Cabe destacar que estos factores no tienen
porque actuar de forma excluyente, sino que pueden actuar simultdneamente,
contribuyendo en mayor o menor grado a la fragmentaciéon del DNA (Aitken y
koppers, 2011).

4.2.4.1. Empaquetamiento andmalo de cromatina

La compactacion de la cromatina es un proceso complejo en el que se produce el
reemplazo de las histonas por las protaminas. Por lo que cualquier alteraciéon en el
reemplazo de las histonas por protaminas, puede producir una mala compactacion
del DNA, creando zonas vulnerables al EO (Francis et al., 2014). En el vardn, existen
dos tipos de protaminas: las protaminas 1y 2 (P1 y P2), las cuales se encuentran en
igual proporcion en el genoma (Carrell et al, 2007; Castillo et al, 2011).
Alteraciones en la proporcion de protaminas han sido relacionadas con alteraciones
en la espermatogénesis que resultan en una mayor tasa de fragmentacién del DNA
y en globozoospermia, un tipo de teratozoospermia que se caracteriza por la
ausencia de compactacion del nucleo y de vesicula acrosémica (Carrell et al., 2007,
Francis et al, 2014). Asimismo, los varones con alteraciones en el ratio P1/P2
normalmente presentan una peor calidad seminal y menores tasas de fecundacion
y gestacion tras la realizacién de tratamientos de fecundacién in vitro (Castillo et
al., 2011; Nanassy et al., 2011).

Ademas de fallos durante la compactacién de la cromatina, los fallos en la
correccidon de roturas en el DNA afectan a la integridad del espermatozoide.
Durante la espermatogénesis, se producen una serie de roturas en la cadena de
DNA con el fin de reducir el estrés torsional que supone el superenrollamiento de la
cromatina durante su compactacion (Sakkas et al.,, 1995; Kierszenbaum, 2001).
Consecuentemente, cualquier fallo en las enzimas que reparan estas roturas,
puede resultar en la fragmentacion del DNA (Aitken y koppers, 2011).

4.2.4.2. Estrés oxidativo (EO)

Se ha sugerido que la mayoria de los dafios en el DNA de los espermatozoides
humanos son causados por el EO (Aitken y koppers, 2011). Como ya se ha
expuesto, el EO puede dafiar el DNA espermatico debido a un exceso a elementos
oxidantes y/o a la deficiencia de sustancias antioxidantes (Ji et al., 2012).
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Cuando se oxida el DNA, uno de los derivados que se produce en mayor proporcion
es la 8-hydroxydeoxyguanosina (8-OHdG) (Kasai et al., 1984). EL 8-OH-dG es un
marcador muy sensible, que puede ser cuantificando mediante citometria de flujo
(Santisto et al., 2010). De forma que su determinacidén permite medir de manera
indirecta el grado de oxidacion en el DNA causado por el estrés oxidativo (Kasai,
1997; Aitken y koppers, 2011). La oxidacion del ADN espermatico ha sido
relacionada con una peor calidad embrionaria y menores tasas de fecundacion tras
la aplicacién de TRA (Aguilar et al., 2010; Meseguer et al., 2008)

4.2.4.3. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada, como ya se ha explicado, es otro de los
mecanismos que conlleva el deterioro del DNA celular, ya que los estadios finales
de la apoptosis desencadenan en la fragmentacién del DNA (Aitken y Baker, 2013).
Como se ha expuesto en el apartado anterior, algunos de los marcadores usados
para la valoracion de este parametro son la externalizacion de la PS o Ia
determinacién de las caspasas (Barroso et al., 2000; Grunewald et al., 2009;
Sutovsky et al., 2001).

4.2.4.4. Fragmentacion del ADN

La fragmentacidon o rotura de la doble hélice de DNA, principalmente puede
producirse por anomalias en el empaquetamiento de la cromatina espermatica, por
el estrés oxidativo o como consecuencia del proceso de muerte celular programada
(Aitken y koppers, 2011). Ademads, hay que resaltar que la poblaciéon de
espermatozoides del eyaculado es muy heterogénea, pudiendo encontrar distintos
grados y porcentajes de espermatozoides con el DNA fragmentado. Aunque este
porcentaje tiende a ser mayor en los varones infértiles (Evenson et al., 1999; Zini et
al., 2001). No obstante, y a pesar de que la fragmentacién del DNA espermatico
disminuye la calidad seminal, no siempre supone una disminucién del potencial
fértil del varén (Aitken et al., 1998). Sin embargo, la integridad del genoma paterno
es de vital importancia en el inicio y mantenimiento de un embarazo a término,
tanto in vivo como in vitro. Asi, la presencia en el embridon de ciertas modificaciones
a nivel de nucleétidos y/o fragmentacion en las cadenas del DNA procedentes del
complemento gendmico paterno (que no hayan sido reparadas por el oocito
después de la fecundacidn), puede ser incompatible con un desarrollo embrionario
y fetal normal, produciéndose abortos o pérdidas gestacionales (De Jonde, 2002;
Muratori et al., 2011; Payan-Carreira et al., 2013; Ruvolo et al., 2013).
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Teniendo en cuenta estos datos, se diseflaron distintos test que evaltan la
fragmentacion del DNA (Tabla 6) (Payan-Carreira et al., 2013).

Principales marcadores de fragmentacion del ADN espermatico

1. Medida de la diferente susceptibilidad del ADN a ser desnaturalizado

Commet assay

Test de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA)

Test de la dispersion de la cromatina espermatica (SCD) (Halosperm?®)

Deteccidn de roturas del ADN mediante hibridacion fluorescente in situ (DBD-FISH)

2. Test que marcan los puntos de rotura del ADN

Test TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP)
In Situ Nick Translation (ISNT)

3. Métodos para observar la estructura de la cromatina

Tinciones de naranja de acridina, azul de anilina, cromomicina a y azul de toluidina

Tabla 6. Principales test usados para la valoracién de la fragmentacion del ADN espermético.

A pesar de su potencial utilidad en el estudio de la infertilidad masculina de origen
desconocido, diversos estudios han observado que la fragmentacién de DNA no
guarda una relacion demasiado relevante a nivel clinico con la tasa de fecundacidn
en ciclos en los que se ha realizado ICSI (Muriel et al., 2006a), ni tampoco con la
tasa de embarazo en ciclos de inseminacion intrauterina (IUl) (Muriel et al., 2006b).
De forma que el estudio de la fragmentacién del DNA podria ser un analisis
adicional el estudio del varén infértil, pero no podria ser considerado como un
estudio indispensable debido a su escaso valor prondstico (Garrido et al., 2008). De
igual forma, su valor como prueba diagndstica genera mucha controversia.
Mientras que distintos autores no han encontrado ninguna relacién entre el grado
de fragmentacion y la capacidad de conseguir una gestacién (Muriel et al., 2006b;
Anifandis et al., 2015), otros han demostrado que un indice de fragmentacién
superior al 30-40% es incompatible con la fertilidad in vivo (Evenson et al., 2002).
Ademads, aunque tras la realizacion de tratamientos de fecundacién in vitro,
también se ha visto una relacién negativa con las tasas de implantacidn y gestacién
(Lopes et al., 1998; Frydman et al., 2008), o la de RNV (Simon et al., 2014), el valor
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de corte que establece cada autor es muy variable (Garrido et al., 2008). No
obstante, aislar la influencia real de la fragmentacidn del DNA espermatico sobre la
fecundacién y el desarrollo embrionario es altamente complicado. Esta dificultad se
debe a que, aunque se conoce que parte de este dafio es reparado por la
magquinaria del oocito, se desconoce con exactitud el grado o la magnitud de la
reparacion (Menézo et al., 2010; Esbert et al., 2011).

4.2.5. Otros Marcadores moleculares de la funcién espermatica

Ademads de los marcadores anteriormente citados, y con la informacién obtenida
de la investigacién basica y clinica, se han descrito un gran nimero de moléculas
implicadas en la funcionalidad del espermatozoide, algunas de las cuales han sido
propuestas como marcadores de infertilidad. Aunque, muy pocos estudios han sido
capaces de relacionar a estas moléculas con la infertilidad masculina de forma
directa (Garrido et al., 2008; Garrido, 2014).

Estos marcadores moleculares descritos, constituyen un grupo muy heterogéneo
de moléculas, como lipidos, canales idnicos, enzimas, receptores de membrana,
etc., los cuales ademas, pertenecen a diferentes sistemas moleculares. Asimismo,
estas moléculas estan implicadas en distintas funciones de la fisiologia espermatica,
como son: 1) los procesos implicados en la migracién a través del tracto
reproductor femenino (como la movilidad y la capacitacién espermatica); 2) las
reorganizaciones que sufre la membrana espermatica durante su transito por el
aparato reproductor femenino, y 3) la interaccion del espermatozoide con el
oocito, la fecundacidn y la activacidn oocitaria. Debido a la multitud de marcadores
descritos, Unicamente se van a enumerar algunos ejemplos de estas moléculas
consideradas como esenciales en la funcion espermatica (Tabla 7).
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Otros marcadores de calidad seminal

1. Migracion a través del tracto reproductor femenino

Semenogelina Robert y Gagnon, 1996; de Lamirande, 2007

Oxido nitrico sintasa (NOS) Lewis et al., 1996; Ramya et al., 2011; Salvolini et al., 2012

Familia ADAM Wolfsberg et al., 1995; Hooft van Huijsduijnen, 1998; Edwards
etal., 2008

Catsper Quill et al., 2001; Bhilawadikar et al., 2013

Tectinas Hinchcliffe y Linck, 1998; Roy et al., 2007; Bhilawadikar et al.,
2013

Taquicininas Ravina et al., 2007; Pinto et al., 2010

2. Integridad de la membrana

Acidos grasos insaturados Khosrowbeygi y Zarghami, 2007; Roqueta-Rivera et al., 2011
Colesterol Meseguer et al., 2004; Sheriff y Ali, 2010
Fosfolipasa PLA2G2A Garcia-Herrero et al., 2011

3. Interaccion del espermatozoide con el oocito

Francavilla et al., 1992; Francavilla et al., 1994; Shimizu et al.,

Acrosina

1997
1IZUMO Inoue, 2005; Inoue et al., 2007; Hayasaka, et al., 2007
Hialuronidasa Swyer, 1947; Hirayama et al., 1989; Modelski et al., 2014
Factor activador plaquetario )

Toledo et al., 2003; Muratori et al., 2009
(PAF)
Fosfolipasa C (PLC) Coonrod et al., 1999; Amdani et al., 2013; Kashir et al., 2015

Tabla 7. Otros marcadores de calidad seminal. Ejemplos de algunas moléculas implicadas en distintas
funciones espermaticas.

[

4.3. Aplicacion de las ciencias “—6micas” en el estudio de la

funcionalidad espermatica

El término “-dmica” define un sistema bioldgico, entendiendo por sistema un todo
o parte funcional de un organismo. Las ciencias “-6émicas” engloban a todas
aquellas disciplinas, tecnologias y dreas de investigacién que estudian la totalidad
de un sistema bioldgico (Garrido et al.,, 2013). Se desarrollaron basandose en los
resultados conseguidos por el proyecto genoma humano y han supuesto una
revolucion al permitir el estudio masivo de cientos de miles de genes, proteinas o
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metabolitos en un mismo experimento. Lo que esta permitiendo obtener una
visidn global de los procesos bioldgicos (Egea et al., 2014).

Desde hace unos afios, estas tecnologias también estan siendo aplicadas en el
estudio de la fisiologia y fisiopatologia espermaticas, en un intento de describir los
rasgos moleculares de los espermatozoides con mas éxito fecundante (Garrido et
al., 2013; Egea et al., 2014). Para ello, las aproximaciones mas usadas han sido la
transcriptémica y protedmica, mientras que la gendmica, epigendmica (Castillo et
al., 2014), metaboldmica (Deepinder et al., 2007) y lipiddomica (Wenk, 2010) han
empezado a utilizarse mds recientemente.

4.3.1. Transcriptomica

La transcriptémica es la ciencia que estudia el conjunto de RNAm que expresa una
célula bajo unas condiciones determinadas y en un momento concreto. Los
estudios de los perfiles de RNAm emplean distintas técnicas como RNAseq, o
microarrays de RNAm (Egea et al., 2014).

A pesar de que los espermatozoides son células traduccional vy
transcripcionalmente inactivas, durante estos ultimos afios se ha demostrado que
portan mas de 3000 tipos de RNA distintos (Lalancette et al., 2009; Bansal et al.,
2015). Sin embargo, aunque la presencia de RNA en el espermatozoide estd
comunmente aceptada, su importancia funcional genera mucha controversia. Por
una parte, muchos autores asumen que estos RNA son productos residuales que
permanecen en el citoplasma tras el proceso de espermatogénesis (Miller et al.,
2005). Pero, por otra parte, se ha observado que existe una degradacion selectiva
de RNA seminales en el citoplasma del oocito, lo que indica la existencia de una
poblacion de RNAs estables (Ostermeier et al., 2005; Lalancette et al., 2008).
Ademas, se ha sugerido que estos RNAs podrian: 1) ayudar en la compactacion de
la cromatina, 2) participar en la impronta de algunos genes, 3) ser traducidos a
proteinas por los polisomas mitocondriales, 4) activar al cigoto durante las etapas
tempranas del desarrollo embrionario y 5) conferir el patrén espacial al embridn
temprano (Lalancette et al., 2008; Miller y Ostermeier, 2006a; Miller y Ostermeier,
2006b).

Mediante el uso de esta tecnologia se ha demostrado que existen diferencias entre
los perfiles de expresidn génica o transcriptémicos, de donantes fértiles y pacientes
infértiles (Garcia-Herrero et al., 2010a), asi como entre los pacientes que consiguen
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0 no una gestacion tras el uso de distintas TRA (Garcia-Herrero et al., 2010b;
Garcia-Herrero et al.,, 2011). Siendo mayor este requerimiento molecular cuanto
menos invasiva es la técnica empleada (Garrido et al., 2013).

La transcriptdmica podria suponer una herramienta diagndstica en la evaluacién de
la infertilidad masculina mediante el analisis de expresién de RNAm espermatico,
ayudando ademds, a la eleccidon del tratamiento reproductivo mds adecuada
(Samplaski et al., 2010; Garrido et al., 2013).

4.3.2. Protedmica

La proteédmica es la ciencia que estudia el conjunto de proteinas presentes en un
organismo o sistema bioldgico. Este tipo de estudios emplean técnicas de
separacion de proteinas en condiciones desnaturalizantes en una o dos
dimensiones (1D-SDS-PAGE o 2D-SDS-PAGE), electroforesis diferenciales de dos
dimensiones (2D-DIGE), asi como otras técnicas como la cromatografia liquida de
alta presion (HPLC), espectrometria de masas (MS), cromatografia de fase liquida
reversa acoplada a tdndem MS (RS-LC-MS/MS), arrays de proteinas, y técnicas de
deionizacién asistida por laser acoplada a MS (MALDI-TOFF) (Egea et al., 2014).

Los espermatozoides son unas células particularmente adecuadas en este tipo de
analisis, ya que son células muy accesibles, faciles de purificar (Oliva et al., 2008;
Codina et al., 2015) y son traduccionalmente inactivas (Bansal et al., 2015). El uso
de esta metodologia en el campo de la infertilidad masculina esta siendo de gran
ayuda tanto en la busqueda de biomarcadores, como en la generacién de perfiles
proteicos que puedan ayudar a mejorar el diagndstico y a desarrollar estrategias
para seleccionar los mejores espermatozoides para usar en las TRA (Egea et al.,
2014).

Mediante este ultimo tipo de analisis, se ha podido establecer que los varones
fértiles presentan un perfil proteico distinto de los infértiles (Martinez-Heredia et
al., 2008; Xu et al., 2012). Es por ello que el empleo de distintas aproximaciones
metodoldgicas para el estudio de las proteinas espermaticas, combinado con las
proteinas presentes en el liquido seminal (Gilany et al., 2015; Intasqui et al., 2015),
podria ayudar a elucidar el papel de las distintas proteinas en la regulacion de la
movilidad, capacitacién, reaccién acrosdmica y fecundacién, al igual que a
establecer biomarcadores para la infertilidad masculina (Oliva et al., 2008; Xu et al.,
2012).

49



Introduccion

La protedmica, por tanto, representa una herramienta extraordinaria para la
evaluacion de los mecanismos moleculares que regulan la funcion de los
espermatozoides. Ayuddndo a dilucidar las bases moleculares de las funciones
espermaticas que estan alteradas en los varones infértiles, y que pueden ser usadas
tanto para diagnosticar, como tratar esta condicién. Mediante estas
aproximaciones se pueden obtener valiosos catalogos de proteinas que
representen un estado fisiopatolégico particular. Posteriormente, estas proteinas
identificadas han de ser estudiadas para determinar si tienen algun valor clinico
para la evaluacién de infertilidad masculina (Rhaman et al., 2013).

Considerando todos estos datos, se puede determinar que aunque se han descrito
varios factores espermadticos que parecen estar relacionados con la fertilidad
masculina, ninguno de ellos parece ser lo suficientemente importante como para
impedir la fecundacién, lo que lleva a la hipdtesis de que la infertilidad masculina
estd causada por la combinacién de diferentes factores o moléculas. Ademas, hay
gue tener en cuenta que estas moléculas no actuan de forma independiente sino
que forman parte de complejos sistemas moleculares, que frecuentemente
interactian con otros sistemas. De forma que alteraciones cuantitativas o
cualitativas de cualquiera de estos elementos podrian ocasionar alteraciones en las
cascadas o rutas moleculares en las que participan. Esto podria suponer la
desregulacion de distintos procesos fisioldgicos, algunos de los cuales podrian
ocasionar infertilidad, disminuir el potencial fértil del varén o incluso afectar a los
procesos de fecundacién y desarrollo embrionario.
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5. Sistema Renina-Angiotensina

5.1. Descripcion del Sistema Renina-Angiotensina (RAS)

El sistema renina-angiotensina (RAS) es un sistema peptidico con caracteristicas
endocrinas, principalmente conocido por su importancia en el mantenimiento de la
presion arterial y la homeostasis de electrolitos y fluidos, a través de mecanismos
renales y no renales (Paul et al., 2006). Sin embargo, ademas de esta funcién
sistémica, también se ha demostrado su existencia en distintos drganos y tejidos,
ejerciendo diversas funciones especificas, asi como en el interior de distintas
células (Herr et al., 2013). Todo esto supone que el RAS no sdlo actia a nivel
sistémico sino también, a nivel local e intracelular, mediante mecanismos
paracrinos y autocrinos (Atlas, 2007; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

5.1.1. RAS clasico o sistémico

En su concepto clasico o sistémico, el RAS es un sistema hormonal circulante, que
regula la presion arterial (PA) y el equilibrio hidrosalino, a través de la angiotensina
Il (Ang Il) y la aldosterona, respectivamente. Esta via comienza cuando la renina es
liberada por el rifidn a la circulacién sanguinea, en respuesta a la disminucion de la
PA, la activacién del sistema nervioso simpatico y/o la deplecién de sodio (Crowley
y Coffman, 2012). Esta renina actla sobre el angiotensindgeno (AGT), de
procedencia hepatica, formando angiotensina | (Ang ). Este decapéptido, es
hidrolizado por la enzima convertidora de angiotensina (ACE), dando lugar al
principal péptido activo de este sistema, la angiotensina Il (Ang Il), que finalmente
ejerce su accidén interactuando con los receptores de Ang Il tipo 1y 2 (AT1R y AT2R)
(De Gasparo et al., 1999; Paul et al., 2006; Herr et al., 2013). De esta forma, la Ang
Il produce una serie de respuestas tales como la vasoconstriccion de la circulaciéon
periférica, el aumento de la actividad del sistema simpatico, la liberacion de
vasopresina, el aumento del cronotropismo cardiaco y la liberacién de aldosterona
por la corteza suprarrenal, que permiten restaurar la volemia y la PA. A su vez, la
propia Ang Il, inhibe la sintesis y liberacién de renina, regulando la activacion del
RAS (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).
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5.1.2. RAS local o tisular

El concepto de RAS local o tisular surgid tras observar la existencia de distintos
componentes del RAS en diversos tejidos que no mantenian ninguna relacién con
las funciones del RAS sistémico, y sobre los cuales ademas, ejercian funciones
especificas (Atlas, 2007; Herr et al., 2013). Estos RAS locales se caracterizan por: 1)
la presencia de distintos componentes, como AGT y las enzimas de conversion; 2) la
sintesis local de Ang Il y otras angiotensinas; y 3) la unidén a sus receptores
especificos, que como resultado desencadena una respuesta fisioldgica local
(Fyhrquist y Saijonmaa, 2008). Otra de las caracteristicas de estos RAS locales, es
gue pueden actuar como entidades aisladas, o interactuando con el RAS sistémico
y/o con otros sistemas moleculares (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

En cuanto a su distribucién, se han observado RAS locales en un amplio abanico de
drganos y tejidos tales como: rifién, cerebro, pancreas, sistema cardiovascular,
pituitaria, tejido adiposo, piel, glandula suprarrenal, y aparato reproductor
femenino y masculino (Gupta et al., 1995; Mulrow, 1998; Vinson y Ho, 1998; Bader
et al., 2001; Varagic y Frohlich, 2002; MacKenzie et al., 2002; McKinley et al., 2003;
Leung y Carlsson, 2005; Atlas, 2007).

5.1.3. RAS intracelular

El RAS intracelular se caracteriza por la presencia de los distintos componentes de
RAS en el interior de las células, asi como por la sintesis de Ang Il en una
localizacién intracelular. Este concepto surgido al observar la existencia de
diferentes formas de AGT vy renina (resultado de glicosilaciones o splicing
alternativo, respectivamente), diferentes formas de ACE (intracelular y secretada),
la existencia de enzimas alternativas para la sintesis de Ang Il (como catepsinas y
guimasas), y finalmente por la deteccidn intracelular de estos componentes bajo
unas condiciones celulares determinadas (Kumar et al., 2007).

Al igual que en los otros RAS, la Ang Il es el principal péptido bioactivo del RAS
intracelular. El hecho de que se hayan comprobado efectos de la Ang Il intracelular
en una amplia variedad de tipos celulares (células cardiacas, renales, hepaticas o
vasculares) indica que se trata de un sistema muy relevante (Kumar et al., 2007).
Este mecanismo de accidn intracelular de la Ang Il involucra a las reservas de calcio
intracelulares, a distintas rutas de sefializacién intracelular (como la de fosfatidil-
inositol-3-quiinasa (P13K) y la de quinasas activadas por mitégenos (MAP quinasas o
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MAPK), asi como a los receptores intracelulares de la Ang Il. Sin embargo, aunque
la Ang Il es el principal péptido bioactivo del RAS intracelular, también la renina o la
prorrenina, pueden tener efectos intracelulares, ya que existe un receptor
intracelular para éstos, el receptor de prorrenina-renina (PRR), que se acopla a un
sistema de transduccidn de sefiales en cascada a través de via de las proteinas
quinasas reguladas por sefiales intracelulares 1y 2 (ERK1/ERK2) (Re, 2003).

5.2. Ejes o vias que componen el RAS

En su concepto clasico, el RAS es un sistema hormonal circulante, formado por el
conocido como eje o via clasica. Posteriormente han ido incorporandose nuevos
componentes, proporcionando una vision mucho mas compleja de este sistema,
apareciendo asi tres nuevos ejes, denominados vias alternativas o no clasicas del
RAS (Paul et al., 2006) (Figura 8).

B Eje Renina/ACE/Ang II/AT1R/AT2R. Este eje o via clasica, esta formado por el
AGT, la renina, la enzima ACE, la Ang | y Ang Il, y sus receptores, AT1R y AT2R.

Ademads, a partir de la Ang Il por la accién de la enzima Aminopeptidasa A
(APA), se produce angiotensina lll (Angiotensina 2—8 o Ang lll), que también
ejerce su accion, a través de AT1R y AT2R (De Gasparo et al., 1999; Paul et al.,
2006; Herr et al., 2013). Este eje, aunque en un principio fue descrito como la
via efectora del RAS a nivel sistémico, también se ha visto que actla tanto a
nivel local como intracelular (Paul et al., 2006; Kumar et al, 2007).

M@ Eje ACE2/Ang (1-7)/Receptor Mas. La Ang |, ademas de transformarse en Ang

I, también tiene potencialidad para transformarse en Ang (1-9) a través de la
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). La Ang (1-9) es a su vez
transformada por las enzimas neprilisina (NEP) o ACE en Angiotensina (1-7)
para, finalmente, ejercer su accion a través de la unidn al receptor Mas (MasR)
(Santos et al., 2003).

B Eje Ang IV/AT4R-IRAP. En éste eje, la Ang Ill es transformada a angiotensina

(3-8), también denominada angiotensina IV (Ang 1IV), por la accién de la
aminopeptidasa N (APN) y la aminopeptidasa B (APB). Ejerciendo su accion,
finalmente, a través de la unién al AT4R o IRAP (aminopeptidasa regulada por
insulina) (Albiston et al., 2001).
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AGT

Renina <——— Prorrenina

ACE

ApA)
APN
APB /
Ang IV (3-8)

AT4R/IRAP AT1R AT2R MasR PRR

Figura 8. Vision actual del sistema renina angiotensina. Peptidos: AGT: Angiotensinégeno; Ang I:
angiotensina |, Ang Il: angiotensina Il; Ang lll: angiotensina lll; Ang VI: angiotensina (3-8) o VI; Ang (1-
9): angiotensina (1-9); Ang (1-7): angiotensina (1-7). Receptores: AT1R: receptor de Ang Il tipo 1;
AT2R: receptor de Ang Il tipo 2; AT4R/IRAP: receptor de Ang IV; MasR: receptor de Ang (1-7) o
receptor Mas; PRR: receptor de prorrenina-renina. Enzimas: ACE: enzima convertidora de
angiotensina; ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2; APN: aminopeptidasa N; NEP:
endopeptidasa neutra; APA: Aminopeptidasa A; APB: Aminopeptidasa B.

B Eje prorrenina-renina/PRR. La observacion de la existencia de los receptores

de renina (Nguyen et al., 2002), sugiri6 que tanto la prorrenina, proteina
precursora de la renina, como la propia renina, actian sobre el PRR de forma
independiente al eje clasico (Zhuo et al, 2013).

5.3. Componentes de RAS

Como se ha descrito, el RAS es un sistema complejo, que esta compuesto por AGT,
numerosos péptidos de Ang, receptores especificos de estas Ang, y distintas
enzimas. A continuacién se detallan los componentes del RAS considerados como
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mas relevantes en el sistema reproductor masculino, y las funciones mas
destacables de dichos componentes a nivel global (Figuras 8 y 9).

5.3.1. Angiotensindgeno y angiotensinas

El angiotensindgeno (AGT) es una glicoproteina perteneciente a la familia de la a,-

globulinas. Es el péptido iniciador de este sistema y es el Unico sustrato conocido
de la renina. La mayoria del AGT circulante se produce y secreta por el higado. Tras
su expresion hepdtica, este se libera constitutivamente viajando por la circulacion
sanguinea, actuando tanto en el RAS sistémico como en los distintos RAS locales.
Sin embargo, también puede ser sintetizado en otros organos y tejidos, como el
rifidn o el tejido adiposo blanco, actuando de forma local (Kobori et al., 2007).

La angiotensina I (Ang 1) o angiotensina (1-10), es un decapéptido inestable, por lo

que es rapidamente hidrolizado por la ACE formandose la Ang Il (Fournier et al.,
2012). Sin embargo, cuando la ACE esta inhibida, la Ang | puede ejercer acciones
similares a la producidas por la Ang Il, aunque con una menor eficacia (Fyhrquist y
Saijonmaa, 2008). Se ha observado que la Ang | es capaz de estimular la liberacidn
de catecolaminas de la médula adrenal e inducir sed (efecto dipsogénico), cuando
se inyecta directamente en el sistema nervioso central (Hertting y Meyer, 1974).

La angiotensina Il (Ang Il) o angiotensina (1-8), es el principal péptido bioactivo del

RAS. Es un octapéptido con una vida media de aproximadamente un minuto
(Kobori et al., 2007). Ejerce su accidn a través de sus receptores AT1R y AT2R, los
cuales, por lo general, desempenian funciones opuestas (De Gasparo et al., 2000;
Fyhrquist y Saijonmaa, 2008). La Ang |l es el principal regulador de la hemostasis de
sodio y fluidos, pero también participa en el crecimiento celular y la remodelacion
vascular (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

La angiotensina lll (Ang Il) o Ang (2-8), es un heptapéptido que ejerce su accidn,

en principio similar a la de la Ang Il, via AT1R y AT2R. Aunque la Ang Il se considera
el principal efector del RAS, la Ang Il puede resultar igual o incluso a veces mas
relevante en algunas de las acciones mediadas por el AT1R, tal como la liberaciéon
de vasopresina. Se ha observado que la Ang Ill esta implicada en la secrecion de
aldosterona, la excrecidn de sodio y la regulacion de la PA (Fyhrquist y Saijonmaa,
2008). Sin embargo, la vida media de este péptido es tan corta que sus efectos
globales son débiles (De Gasparo et al., 2000; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).
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La angiotensina 1V (Ang IV) o angiotensina (3-8) es un hexapéptido que actua
mediante la activacion del AT4R/IRAP (Albiston et al, 2001). Varios estudios
sugieren que la Ang IV desempefia un papel muy importante en la regulacién de las

funciones cognitivas, del metabolismo renal y del dafo cardiovascular, asi como en
la regulacién del crecimiento de distintos tipos celulares (fibroblastos cardiacos,
células endoteliales y células del musculo liso). Ademas, estd implicada en la
respuesta inflamatoria vascular, y posiblemente en la fisiopatologia cardiovascular

( AngIII ] (Ang17 | lp;?:r::;a I
l | =>—<| l l

(Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

AT4R/IRAP

/Regulauon del \ /Vasoconstncc»on \/Vasodllatauon //Vasodllatauon \ v'Aumento de la
flujo sanguineo v Estimulacion vLiberacion de ¥'Funcion contractilidad
vInhibicién de la simpatica oxido nitrico (NO) endotelial v Hipertrofico
reabsorcion renal v Liberacion de v Antihipertrofico v Antiphiertrofico v'Fibrosis
de sodio aldosterona v Antiproliferativo ¥ Antifibrético v'Apoptosis
v'Procesos de vLiberacion de ADH v Antitrombdtico ¥ Antitrombotico
aprendizaje y de v Hipertrofia v'Disminuye las v Estimulacion de
memoria v'Proliferacion arritmias la liberacion de
v Hipertrofia celular v Apoptosis bradiquinina y NO
cardiaca v'Fibrosis

\ / \/Estres oxidativo / \ / \ ) \_ )

Figura 9. Efectos que producen los distintos péptidos de angiotensinas, la renina y su péptido
precursor, la prorrenina, a través de sus correspondientes receptores. Imagen modificada de
Fyhrquist y Saijonmaa, 2008.

La angiotensina (1-7) (Ang 1-7) es un heptapéptido que ejerce sus acciones a

través de su union al receptor Mas. Aunque se forma por accién de la ACE2 sobre la
Ang ll, también puede ser producida a partir de la Ang | o la Ang |l por la accidn de
otras enzimas (Santos et al., 2003). Durante mucho tiempo se pensd que esta
angiotensina carecia de efectos bioldgicos, pero posteriormente se vio que tiene
efectos tanto vasodilatadores como antiproliferativos, y que también desempefia

acciones opuestas a la Ang Il (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).
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5.3.2. Receptores

El receptor de Ang Il tipo 1 (AT1R) pertenece a la familia de receptores unidos a

proteinas G, con siete dominios transmembrana, y es considerado como el
principal efector de la Ang Il. Aunque se une preferentemente a la Ang Il, también
puede unirse a la Ang Il (De Gasparo et al., 2000). Muestra una amplia distribuciéon
en el organismo, siendo muy abundante en los tejidos periféricos y el cerebro (Paul
et al., 2006; Williams et al, 2010). El AT1R principalmente ejerce funciones
potencialmente perjudiciales, estando implicado en la proliferacién celular o el
estrés oxidativo (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

El receptor de Ang Il tipo 2 (AT2R) también pertenece a la familia de receptores

unidos a proteinas G, aunque durante mucho tiempo no fue considerado como tal
al no cumplir todas las caracteristicas tipicas de estos receptores (Porrello et al.,
2009). Se activa principalmente por la Ang Il, aunque también puede unirse a otras
Ang, como la Ang lll (De Gasparo et al., 2000). Se expresa de forma abundante en
los tejidos fetales y uteroplacentarios, asi como en el corazén, cerebro, endotelio
vascular y tejidos adrenales y pancreaticos de adultos (Paul et al., 2006; Williams et
al., 2010). Este receptor comparte con el AT1R, una homologia del 30%, y
tradicionalmente se ha establecido que desempefia funciones opuestas a las del
AT1R, ejerciendo distintas acciones protectoras como son la vasodilatacién, la
liberacion de NO, la inhibicion de la proliferacién celular, y la natriuresis (De
Gasparo et al., 2000; Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008). Posteriores
estudios demostraron que en algunos casos el AT2R puede ejercer acciones
similares a las del AT1R, como las que lleva a cabo en los procesos de inflamacidn
(Levy, 2004).

El receptor de Ang IV (AT4R) ha sido identificado como la aminopeptidasa de

membrana regulada por insulina (IRAP) (Albiston et al., 2001), siendo su principal
ligando la Ang IV. La IRAP (EC 3.4.11.3), es una metalopeptidasa de Zn que puede
localizarse en la membrana plasmatica celular o de forma soluble, conociéndose
esta Ultima como leucina aminopeptidasa placentaria (P-LAP) u oxitocinasa (Chai et
al., 2004). El AT4R ha sido identificado en distintos tejidos como nervioso y renal, y
el reproductor femenino y masculino, sobre los que ejerce funciones como la
adquisicion de la memoria, la angiogénesis, la invasién uterina por parte de las
células de trofoblasto embrionario, el aumento de la actividad nerviosa simpatica
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en la préstata y la contractibilidad de la prdstata y del epididimo (De Gasparo et al.,
2000; Paul et al., 2006; Williams et al., 2010).

El receptor de Ang (1-7) o receptor Mas (MasR) pertenece a la familia de los
receptores unidos a proteinas G, que recientemente ha sido identificado como el

protooncogen Mas, un conocido factor tumorigénico, razén por lo que se le paso a
denominar MasR (Santos et al, 2003). Estd ampliamente distribuido en el
organismo, encontrandose en cerebro, testiculos, corazon, rindn, pulmén, higado y
musculo esquelético (lwai y Horiuchi, 2009). Entre sus funciones, destacan el
mantenimiento de la homeostasis durante el embarazo, la vasodilatacién y la
inhibicidn de la proliferacion celular, antagonizando asi los efectos del AT1R (Iwaiy
Horiuchi, 2009; Paul et al., 2006).

El receptor de prorrenina-renina (PRR), también denominado ATP6AP2, es una

proteina transmembrana que actla asociada a una proteina sintasa vacuolar
pudiendo funcionar como subunidad H*-ATPasa (V-ATPasa) (Nguyen et al., 2002;
Zhuo et al., 2013). Aunque hay una Unica proteina ATP6AP2, se puede encontrar en
tres diferentes formas moleculares como consecuencia de modificaciones
intracelulares: 1) como una proteina integral de membrana; 2) en forma soluble, en
plasma y orina; y 3) como una forma truncada compuesta por los dominios
transmembrana y citoplasmatico (Nguyen y Muller, 2010; Nguyen, 2011). EI PRR se
expresa en gran variedad de tejidos, entre los cuales destacan el cerebro, el
corazony la placenta (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008). El receptor de
prorrenina-renina ejerce una doble funcién, por un lado el PRR puede ser activado
directamente por prorrenina o renina, como ya se ha comentado, desencadenando
una sefial intracelular al activar la via de las ERK1/ERK2, y por otro lado, cuando
este receptor esta unido a renina, puede actuar como cofactor en la lisis del AGT,
aumentando la eficiencia con la que se produce este proceso, y facilitando asi la
formacion de Ang | (Nguyen et al., 2002; Paul et al., 2006). Ademas recientemente
se ha descrito una nueva funcidon del PRR, participando en la actividad de la H'-
ATPasa constituyendo el complejo del receptor Wnt y regulando varios procesos de
homeostasis celular, incluida la autofagia (Balakumar y Jagadeesh, 2011; Binger y
Muller, 2013).
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5.3.3. Principales enzimas

La renina (EC 3.4.23.15), es una aspartil-proteasa principalmente de origen renal,
con una elevada especificidad por el AGT, su Unico sustrato conocido in vivo.
Ademas, se ha visto que puede ser sintetizada a nivel local por distintos érganos y
tejidos, e incluso a nivel celular (Re, 2003). Se forma a partir de la prorrenina, y es
el factor limitante en la cascada de reacciones que dan lugar a la sintesis de Ang Il
(Oliver y Gross, 1966). Aunque estrictamente no es una hormona, muchas veces se
la considera como tal debido a su papel en la formacion de la Ang |, y al estricto
mecanismo de regulacion al que esta sujeta (Kobori et al., 2007).

Las enzimas convertidoras de angiotensina, ACE (EC 3.4.15.1), y ACE2, pertenecen

al grupo de las metaloproteasas de Zn. Estas dos enzimas comparten una 42% de
homologia (Paul et al., 2006). La ACE, enzima idéntica al antigeno de diferenciaciéon
CD143, se encuentra ampliamente distribuida en el organismo, existiendo dos
diferentes formas del enzima, la somatica o endotelial (sACE) y la testicular (tACE)
(Cushman y Cheung, 1971). La forma sACE contribuye principalmente a la
homeostasis cardiovascular, mientras que la forma tACE estd claramente implicada
en la fertilidad masculina (Kurdi et al, 2005). Por su parte la ACE2 es
particularmente abundante en el epitelio pulmonar, el intestino delgado, el
endotelio vascular renal, el corazdn, el hipotdlamo, la pared de la aorta y los
testiculos (Paul et al., 2006; Iwai y Horiuchi, 2009). Se ha demostrado que la ACE2
tiene efectos directos sobre la funcién cardiaca, ejerciendo diversas acciones
protectoras en el sistema cardiovascular (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

La aminopeptidasa A (APA) (EC 3.4.11.7), también Illamada glutdmico

aminopeptidasa (Glu-AP) o angiotensinasa A, es una aminopeptidasa dependiente
de Zn, idéntica al cluster de diferenciacion CD249, que puede localizarse en la
membrana plasmatica celular o de forma soluble en distintos fluidos corporales
como plasma o liquido seminal (Suganuma et al., 2004: Agrawal y Vanha-Perttula.,
1985). Se encuentra ampliamente distribuida en el organismo, encontrandose
niveles especialmente altos en el rindn (Cheung y Cushman, 1971). Su principal
funcién es transformar la Ang Il en Ang lll, por lo que ayuda a regular la presién
arterial al eliminar la accién vasoconstrictora de la Ang Il (Ramirez et al., 2008).

La neprilisina (NEP) (EC 3.4.24.11) también conocida como endopeptidasa neutra

24:11, es una metalopeptidasa de Zn idéntica al cluster de diferenciacién CD10 que
se localiza en las membranas celulares (Letarte et al., 1988). Es una enzima muy
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ubicua capaz de degradar multiples sustratos como las angiotensinas, encefalinas,
taquicininas, bradiquininas, etc., interviniendo en distintos procesos como la
regulacién de la presion arterial, la analgesia, y la contraccién del musculo liso en el
tracto respiratorio y en el Utero (Gafford et al., 1983; Roques, 1991; Matsas et al.,
1984; Nadel y Borson, 1988).

La aminopeptidasa N (APN) (EC 3.4.11.2), es una metalopeptidasa de Zn, idéntica

al antigeno de diferenciacién CD13 (Look et al., 1989), que puede localizarse en la
membrana plasmadtica celular o de forma soluble en distintos fluidos corporales
como plasma, orina o liguido seminal (Antczak et al., 2001; Jung et al., 1984,
Fernandez et al, 2002). Estd ampliamente distribuida en el organismo,
interviniendo en funciones tan dispares como la regulacién enzimatica de distintos
péptidos bioactivos (quininas, encefalinas o citoquinas, entre otras), la
diferenciacién celular, la angiogénesis, los procesos quimiotdcticos y fagociticos, o
sirviendo como receptor viral (Mina-Osorio, 2008).

5.4. Principales funciones del SRA

La actual visidn del SRA proviene del sistema clasico, que puede definirse como el
eje Renina/ACE/Ang II/AT1R/AT2R. Las principales acciones fisioldgicas de esta via
clasica son: 1) la regulacion tanto de la presion sanguinea, como de las funciones
renales y cardiovasculares; 2) la biosintesis de aldosterona; y 3) la homeostasis de
electrolitos y fluidos corporales (Zhuo et al., 2013).

Ademas, como anteriormente se ha comentado, los RAS locales ejercen diversas
acciones de manera local en distintos drganos y tejidos (Tabla 8). Las acciones de
los RAS locales estdn implicadas en numerosos eventos fisioldgicos capaces de
regular multitud de funciones tales como la funcidn renal, neuronal, cardiaca,
pancreatica, vascular, adrenal, cognitiva, inflamatoria y reproductiva, entre otras
(Chappell, 2012). Recientemente, también se ha descrito que el RAS local podria
estar implicado en otras funciones regulatorias como el crecimiento celular, la
formacidn de la matriz extracelular, la proliferacidn vascular, la funcién endotelial y
la apoptosis (Crowley y Coffman, 2012). Aunque en algunos érganos, como la
glandula adrenal o el cerebro, este sistema puede actuar de manera independiente
al RAS sistémico, en otros drganos como el corazén y el rifidn, el sistema local y el
circulante mantienen una estrecha relacidn, evidenciando que el RAS sistémico y el
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local, pueden actiian de forma complementaria. Esta actuacion conjunta hace que

en mantenimiento de la normal fisiologia de muchos drganos dependa de un

correcto balance entre los factores reguladores y desreguladores de estos RAS
(Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

Principales funciones atribuidas a los SRA locales

Aparato o sistema

Organo o tejido

Funcidon

Aparato excretor

Rifién

Flujo sanguineo renal
Hemodinamica glomerular
Reabsorcidn de sodio (antinatriurético)

Glandula adrenal

Secrecion de aldosterona y catecolaminas

Sistema digestivo

Intestino

Absorcidn de iones y agua

Pancreas

Secrecion hormonal pancreatica

Tejido adiposo

Desarrollo de hipertension y desordenes relacionados
con obesidad

Sistema
cardiovascular

Corazdn

Contractilidad, conduccién e hipertrofia cardiacas

Pared vascular

Mantenimiento del tono y estructura vasculares
Contractilidad arterial
Regulacion de la presidn arterial

Sistema nervioso

Neurotransmisién y liberacién hormonal

Cerebro .
central Sed, comportamiento
Regula el tono vascular utero —placentario y en
Placenta . . . .
consecuencia el intercambio de fluido entre madre y feto
. Ovulacion
Ovario L ,
s Produccidén de estrégenos
istema
., Contractilidad
reproductor Utero . i
Flujo sanguineo
Testiculo Sintesis de andrégenos
Lo Composicidn del fluido epididimal
Epididimo

Contraccidn de los conductos del epididimo

Tabla 8. Tabla en la que se recogen las principales acciones atribuidas a algunos de los RAS locales
presentes en el organismo humano (Paul et al., 2006; MacKenzie et al., 2002).

Asimismo, los RAS locales podrian estar implicados en distintos procesos

fisiopatoldgicos, tales como la hipertensidn, la diabetes, y la obesidad, tal y como

han evidenciado diversos estudios en animales y ensayos clinicos (Bader et al.,
2001; Iwai y Horiuchi, 2009; Skov et al.,, 2014). Ademas, se ha visto que estd
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frecuentemente desregulado en procesos tumorales malignos, correlacionandose
con peores prondsticos clinicos (Blanco et al., 2008; George et al., 2010).

En cuanto al RAS intracelular, todavia no se ha esclarecido su papel en la fisiologia y
fisiopatologia, al igual que por el momento se desconoce si se trata de un sistema
extendido en todos los tipos celulares o restringido a determinadas células,
sistemas o tejidos especificos, o si responde, o no, a ciertas condiciones
fisiopatoldgicas. Algunas de las funciones que se le han atribuido son la induccion

de cambios en la en la estructura celular al ser inyectado en células de musculo liso
y cardiaco, cambios en la transcripcion génica mediante la unién de la Ang Il en
puntos especificos de la cromatina, la induccién de la movilizacion de los depésitos
de calcio intracelulares y la estimulacién de la proliferacién de distintos tipos

celulares (Kumar et al., 2007).

Por otra parte, se ha sugerido que el RAS intracelular podria ser englobado dentro
del RAS local, siendo el principal mediador de los efectos crénicos de la Ang Il en los
tejidos (Kurdi et al., 2005; Kumar et al., 2007).
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6. El RAS en la fertilidad masculina

Este sistema local fue descrito tras observar que varios componentes del RAS
estaban presentes en los distintos érganos y tejidos reproductivos, entre los que se
encuentran los testiculos, el epididimo, los conductos deferentes, la prdstata, el
fluido seminal y los espermatozoides (Leung y Sernia, 2003). Ademads, existen
multiples datos que indican que el RAS participa en la regulacion de la fertilidad
masculina interviniendo a multiples niveles (Leung y Sernia, 2003; Paul et al., 2006).
De esta forma se ha visto que este RAS local puede ser regulado por las hormonas
del eje hipotalamo-hipofisario-testicular, y que a su vez, el RAS local puede
modular tanto la funcidn testicular, como la funcidon espermatica (Okuyama et al.,
1988; Vinson et al., 1997; Paul et al., 2006).

6.1. El RAS y su implicacidn en la funcion testicular

La principal funcién de los testiculos consiste en la formacién de espermatozoides o
espermatogénesis, estando este proceso modulado por distintos mecanismos
endocrinos, paracrinos y/o autocrinos. El primer punto de control de la funcién
reproductora masculina se produce a través del eje hipotdlamo-hipofisario-
testicular, mediante el control de la liberacidon de hormonas sexuales. La regulacién
a través de este eje comienza con la secrecién por parte del hipotdlamo, de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que actla directamente en la
adenohipdfisis, produciendo la sintesis y liberacion de dos hormonas
gonadotrdficas o gonadotrofinas, la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH). Finalmente, estas hormonas actian sobre los testiculos
ejerciendo distintas acciones. La LH actua sobre las células de Leydig regulando la
sintesis de testosterona, mientras que la FSH actua principalmente en las células de
Sertoli, que se encuentran en el interior de los tubulos seminiferos, regulando el
proceso de espermatogénesis. Asimismo, la testosterona regula su sintesis a través
de distintas vias de retroalimentacién negativa que acttan sobre el hipotalamo y la
hipdfisis (Waites, 1993).
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6.1.1. Regulacién del RAS testicular por las hormonas del eje hipotalamo-
hipofisario

Uno de los puntos de control de la funcién reproductora masculina, como ya se ha
expuesto, se produce a través del eje hipotdlamo-hipofisario-testicular, mediante la
liberacion de hormonas gonadotroficas, FSH y LH, que controlan la sintesis y
secrecién de testosterona. De igual forma, la sintesis y liberacion de varios
componentes del RAS estan modulados por estas mismas hormonas.

6.1.1.1. Efectos sobre el AGT y las angiotensinas

Se ha observado que los niveles de AGT aumentan, de forma fisiolégica, al inicio de
la pubertad, con la apariciéon de la LH y la FSH en el torrente circulatorio
(Parmentier et al., 1983). Ademas, se ha observado que la administracidon de
gonadotropinas exdgenas, resulta en un aumento de la concentracion de Ang Il en
el testiculo (Okuyama et al., 1988), asi como en las células de Leydig (Pandey e
Inagami, 1986).

6.1.1.2. Efectos sobre los receptores del RAS local

De igual forma que el AGT, los receptores de la Ang |l también aumentan de forma
fisioldgica, al inicio de la pubertad, con la aparicidn de las hormonas gonadotroéficas
en el torrente circulatorio (Parmentier et al., 1983). Contrariamente, también se ha
observado que tras la supresién hipofisaria (hipofisectomia), la expresion de los
genes que codifican para el AT1R y el AT2R aumentan significativamente, mientras
que la administracion de hCG (hormona gonadotréfica que desencadena las
mismas acciones que la LH) y gonadotropina menopdusica humana reducen su
expresion. Lo que sugiere que la expresion génica de los transcritos de estos
receptores también es dependiente de la adenohipdfisis (Hirai et al., 1998).

6.1.1.3. Efectos sobre las enzimas del RAS local

Asimismo, tanto la renina como la ACE, son otros de los componentes del RAS
cuyas concentraciones aumentan cuando se produce la secrecion de LH y FSH en el
torrente circulatorio al inicio de la pubertad (Naruse et al., 1984; Parmentier et al.,
1983).
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En relacion a los efectos que produce la administracion exdgena de hormonas
hipofisarias sobre las principales enzimas del RAS testicular, también se ha
observado que la administracion de gonadotropinas resulta en un aumento de la
concentracién de renina testicular, mientras que la supresidon de éstas hace que
disminuya (Okuyama et al., 1988). El hecho de que las variaciones de los niveles de
gonadotropinas no afecten de forma significativa a los niveles de renina plasmatica,
sustenta la existencia de una regulacion independiente del RAS sistémico y el
testicular (Paul et al., 2006). En las células de Leydig, la formacién de renina
también estd regulada por las gonadotrofinas LH y hCG, observandose unos efectos
similares a los descritos en el testiculo, ya que la inmunoreactividad de la renina, es
completamente eliminada tras la hipofisectomia y el tratamiento con estrégenos,
mientras que su actividad aumenta tras la estimulacién con gonadotropinas
(Parmentier et al., 1983; Pandey et al., 1985). Ademds, el tratamiento de células de
Leydig tumorales con hCG o LH bovina, resulta en un aumento de la renina (Pandey
et al, 1985; Pandey e Inagami, 1986). En consonancia con lo anteriormente
expuesto, y en relacién a la produccion de testosterona, se ha visto que en varones
tratados con hCG, al igual que produce un aumento de la renina, la actividad de la
renina mantiene una correlacidn positiva con la testosterona. De forma que la hCG
indirectamente produce un aumento de la testosterona (Parmentier et al., 1983).

6.1.2. Regulacion de la funcion testicular mediante el RAS local

Ademas de la regulacidn endocrina, se conocen distintos mecanismos, paracrinos y
autocrinos, que también modulan la funcién testicular a nivel local actuando sobre
los distintos tipos celulares presentes en el testiculo, entre los cuales se encuentra
el RAS (Paul et al., 2006). Uno de los tipos celulares sobre los que actuan estos
mecanismos son las células de Leydig, que como ya se ha comentado, son las
responsables de la produccién de testosterona por parte del testiculo. Tanto la
testosterona como sus metabolitos, dihidrotestosterona (DHT) y estradiol, son las
principales hormonas masculinas encargadas de regular la funcién reproductora.
De hecho, los niveles de testosterona hallados en los tubulos seminiferos son 100
veces superiores a los detectados en sangre periférica y se deben a su produccion
en las células de Leydig (Morse et al, 1973). Esta alta concentracién de
testosterona intratesticular resulta esencial para que la espermatogénesis se lleve a
cabo correctamente. El otro tipo celular sobre el que actiian estos mecanismos son
las células de Sertoli, las cuales, proporcionan un soporte metabdlico y estructural
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necesario para la diferenciacién de las células germinales hasta espermatozoides
(Waites, 1993).

6.1.2.1. Funciones del AGT y las angiotensinas sobre la funcién testicular

Tanto el AGT como su mRNA, estan presentes en los testiculos humanos y murinos,
y mas concretamente en las células de Leydig (Dzau et al., 1987). Aunque en un
principio se pensd que todo el AGT presente en los testiculos provenia de la
circulacion sistémica, finalmente tras la deteccién del transcrito del AGT, se
demostré que este era sintetizado en las células de Leydig. Observandose, ademas,
diferencias en los niveles de expresion de su mRNA entre distintas especies (Dzau
et al., 1987; Speth et al., 1999; Paul et al., 2006).

Por otra parte, se ha observado en células de Leydig de testiculos de varias
especies, como en ratén, rata, primates no humanos y humano, tanto la presencia
como la formacién de Ang Il y otros péptidos de angiotensina activos, tales como la
Ang (1-7), al igual que la presencia de sus receptores caracteristicos (Okuyama et
al., 1988; Alenina et al., 2002; Reis et al., 2010). En relacién a la Ang Il, se ha visto
gue los componentes necesarios para su formacién (renina, ACE y Ang |) se
localizan en el interior de las células de Leydig, lo que apoya su formacion
intracelular (Pandey e Inagami, 1986). En lo que respecta a su funcién, se ha
demostrado que inhibe la produccién de testosterona mediante un mecanismo de
retroalimentacién negativa (Khanum y Dufau, 1988; Leung y Sernia, 2003). En este
mecanismo, la LH estimula la produccidn de Ang Il en las células de Leydig, y esta
Ang |l actla sobre estas mismas células inhibiendo la via del cAMP. La inhibicién de
esta via comienza con la inhibicion de la actividad de la enzima adenilato-ciclasa,
presente en la membrana de células de Leydig, produciéndose una menor cantidad
de AMPc y testosterona (Khanum y Dufau, 1988). Sin embargo, la Ang Il no ha sido
detectada en el interior de los tubulos seminiferos, hecho que sugiere que no
ejerce ninguna funcion directa en la formacion de los gametos masculinos (Vinson
et al., 1997). Recientemente, estudios realizados en testiculo de animales murinos,
han sugerido que las Ang Il y IV, podian ser las verdaderas encargadas de inhibir la
produccidén testicular de testosterona, ya que se ha observado que las enzimas
encargadas de formar estas angiotensinas, se relacionan con bajos niveles de
testosterona (De La Chica-Rodriguez et al., 2008; Martinez-Martos et al., 2011).

Por ultimo, la Ang-(1-7) también ha sido identificada y caracterizada en los
testiculos humanos, con independencia del estatus fértil del varén (Alenina et al.,
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2002; Leal et al., 2009; Reis et al., 2010). Concretamente, la Ang-(1-7) estd presente
en el citoplasma de las células de Leydig, y de una forma menos intensa en el
interior de los tubulos seminiferos, predominando en el citoplasma de las células
de Sertoli y en los espermatocitos primarios. A pesar de que no se conoce con
exactitud las acciones de la Ang (1-7), se ha sugerido que por una parte podria estar
implicada en la modulacién de la produccién de testosterona en testiculo humano
y por otra parte, debido a su localizacién en el interior del tubulo seminifero, podria
actuar regulando la espermatogénesis (Reis et al., 2010).

6.1.2.2. Funciones de los receptores del RAS sobre la funcidn testicular

En cuanto a los receptores de Ang Il, tanto el ATIR como el AT2R, han sido
detectados en las células de Leydig a nivel génico y proteico. Aunque, el AT1R se
expresa de forma predominante (Speth et al., 1999). Esto podria deberse a que
tanto la concentracién del AT1R y AT2R, como la de sus respectivos mRNAs, es
dependiente de la edad. De forma que el AT2R predomina durante los primeros
dias de vida y posteriormente va disminuyendo de forma gradual, hasta que en la
cuarta semana de edad, se encuentra casi de forma exclusiva el AT1R. Sin embargo,
se desconoce si estos receptores desempefian algin papel en la regulacién de la
formacién de los testiculos (Paul et al., 2006). Por otra parte, hay que destacar que
aunque en humanos Unicamente se ha observado un Unico tipo del AT1R, en
animales murinos se ha descrito la presencia dos subtipos, AT1AR y AT1BR. Siendo
el AT1AR, el subtipo que se expresa de forma predominante en rata (Kitami et al.,
1992). Ademas, también se ha observado la presencia del AT1R en el interior de los
tubulos seminiferos, y mas concretamente en espermatozoides en distintos
estadios madurativos (espermatogonias y espermatidas), tanto murinos como
humanos (Vinson et al., 1995a; Vinson et al., 1995b). Por lo que el AT1R podria
estar implicado tanto en la inhibicidn de la produccidn de testosterona, como en la
espermatogénesis.

Finalmente, y al igual que su ligando, el MasR ha sido localizado en los testiculos
humanos, con independencia del estatus fértil del vardn (Alenina et al., 2002; Leal
et al., 2009; Reis et al., 2010). Este receptor ha sido observado en el citoplasma de
células de Leydig, coincidiendo con la principal localizacion de su ligando, y en el
interior de los tubulos seminiferos, siendo su expresién, igual de intensa a lo largo
de todo el epitelio seminifero, desde la zona basal, donde se encuentran células de
Sertoli y las espermatogonias, hasta la luz del tubulo, donde se localizan los
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espermatozoides (Reis et al., 2010). Ademds, también se ha detectado mRNA del
MasR en las células de Leydig, y adicionalmente en las de Sertoli, siendo su
expresion mucho mas pronunciada en las primeras, aunque no ha sido detectado
en las células germinales (Alenina et al., 2002). A pesar de que no se conoce con
exactitud las funciones de este receptor, se ha sugerido un posible papel en la
modulaciéon de la produccion de testosterona en testiculo humano (Reis et al.,
2010), al observarse que los ratones deficientes en el gen del MasR, aunque son
fértiles (Walther et al., 1998), presentan alteraciones en la actividad de los genes
gue codifican para las enzimas que intervienen en la esteroidogénesis testicular (Xu
et al., 2007; Alenina et al., 2002). Por otra parte, su localizacidn en el interior del
tubulo seminifero y el hecho de que su expresion estd alterada cuando la
espermatogénesis esta gravemente afectada, sugieren que puede actuar regulando
de este proceso (Reis et al., 2010).

6.1.2.3. Funciones de las enzimas del RAS sobre la funcidn testicular

En cuanto a la renina, se ha observado la presencia tanto del transcrito como de la
proteina, en las células de Leydig de los testiculos humanos y murinos (Naruse et
al., 1984; Speth et al., 1999), evidenciando la sintesis local de esta enzima (Speth et
al., 1999; Paul et al., 2006). Ademas, la cantidad de prorrenina hallada en los vasos
sanguineos testiculares, es superior a la observada en sangre arterial, aunque
curiosamente, la concentracion de renina activa no es significativamente diferente
(Craven et al., 1981). Asimismo y en relaciéon a la regulacidon de la sintesis de
testosterona, como ya se ha explicado previamente, la administracién de hCG
resulta en un aumento de renina, que a su vez produce un aumento de la sintesis
de testosterona (Parmentier et al., 1983).

La ACE es otro de los componentes del RAS que ha sido localizado en los testiculos.
Se ha observado que las gdnadas masculinas contienen una concentracion de ACE
muy elevada en comparacidon con las halladas en otros d6rganos (Cushman y
Cheung, 1971). Curiosamente, en el testiculo se han observado las dos isoformas
de esta enzima, la isoforma somatica (sACE) y la isoforma testicular (tACE), sin
embargo, estas se encuentran en distintas localizaciones, cumpliendo diferentes
funciones. Aunque estas dos isoformas se transcriben a partir de un mismo gen,
presentan distintas estructuras moleculares. Asi, la sACE estd formada por dos
subunidades idénticas, mientras que la tACE esta formada por una Unica subunidad
(Lattion et al., 1989; Bernstein et al., 1989). La trascripcion de la isoforma testicular
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es tejido especifica, y se produce como resultado de fenémenos de splicing
alternativo, inicio alternativo de la transcripcién, y poliadenilacidon alternativa
(Howard et al., 1990; Hubert et al., 1991; Kumar et al., 1991; Thekkumkara et al.,
1992). La tACE, se diferencia estructuralmente de la sACE por la presencia de una
secuencia de 66 aminoacidos (Ehlers et al., 1989; Langford et al., 1991). Ademas,
estas dos isoformas también presentan distintos valores de vida media (Schunkert
et al., 1993). No obstante, a pesar de ser transcrita a partir de un mRNA mas
pequefio, la tACE posee una actividad enzimatica equiparable a la sACE (Paul et al.,
2006). En cuanto a su expresion en las distintas poblaciones celulares del testiculo,
la isoforma testicular estd presente Unicamente en las células germinales
masculinas (Cushman y Cheung, 1971; Pandey et al., 1984), encontrandose en altas
concentraciones durante la espermatogénesis. Por otra parte, la sACE se expresa
en otras células testiculares, tales como las células de Leydig y las células
endoteliales del tejido intersticial testicular (Pandey et al., 1984; Paul et al., 2006).
De igual modo, tanto la ACE2 como su transcrito, han sido identificados en las
células de Leydig de los testiculos humanos, lo que concuerda con la identificacion
del péptido Ang (1-7) y su receptor MasR, (Donoghue et al., 2000). Ademas, su
presencia es independiente del estatus fértil del varén (Reis et al., 2010). En cuanto
a su mRNA, éste ha sido hallado en las células de Leydig y en las de Sertoli, siendo
mucho mas pronunciada su expresién en las primeras (Donoghue et al.,, 2000;
Alenina et al., 2002).

La APA, por su parte, ha sido detectada en homogenados de testiculo de rata,
mostrando una alta actividad. Se ha sugerido que esta enzima estaria implicada en
la inhibicion de la esteroidogénesis a través de la produccién de Ang Ill, la cual, al
igual que la Ang Il, estaria encargada de inhibir la produccién de testosterona en las
células de Leydig (De La Chica-Rodriguez et al., 2008).

La NEP, también ha sido detectada en la membrana de las células de Sertoli, donde
presenta una alta actividad enzimatica (Monsees et al., 1998) y, posteriormente en
testiculos humanos (Ouimet et al., 2000; Ghaddar et al., 2000; Pinto et al., 2010).
Estudios con ratones a los que se les habia eliminado el gen que codifica para esta
enzima, mostraron que a pesar de presentar una funcién testicular y espermatica
normal, tienen reducida su fertilidad, ya que muestran una menor eficiencia en la
fecundacion del oocito y los embriones resultantes presentan defectos en el
desarrollo (Carpentier et al., 2004). Del mismo modo, poco después, se observo la
existencia de una isoforma de esta enzima en los testiculos humanos y murinos, a
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la que se denomind NEP2 (Pinto et al., 2010). En estos estudios también se
demostré la presencia del mRNA de la NEP2 en los tubulos seminiferos,
concretamente en las células germinales en evolucion y principalmente en las
espermatidas (Ouimet et al., 2000; Ghaddar et al., 2000; Pinto et al., 2010).

La APN, ha sido localizada en el testiculo de animales murinos, encontrandose
altamente expresada en las células de Sertoli y de Leydig, mientras que en las
células germinales, no se ha detectado su expresion génica (Osada et al., 2001).
Ademas, los ratones que carecen de la APN, son infértiles y presentan defectos en
la espermatogénesis ya que poseen alterada la funcién de las células de Sertoli, lo
que sugiere que la APN podria regular la funcidn reproductora a nivel testicular
(Osada et al., 2001). Recientemente se ha observado que esta enzima estd
relacionada con la sintesis de testosterona, ya que su aumento ha sido asociado a
la presencia de bajos niveles de testosterona, pudiendo estar implicada en Ia
inhibicidn de su produccion (Martinez-Martos et al., 2011).

Finalmente, la APB, ha sido detectada en loes testiculos, y al igual que la APN, el
aumento de su actividad ha sido relacionado con bajos niveles de testosterona, lo
gue sugiere su implicacidon en la inhibicion de la produccién de esta hormona
(Martinez-Martos et al., 2011).

En base a lo anteriormente expuesto, se puede decir que este RAS local esta
regulado por el eje hipotdlamo-hipofisario-testicular, ya que variaciones en los
niveles de gonadotrofinas, modulan la concentracién testicular de renina y Ang Il,
los cuales son los principales elementos efectores de este sistema (Pandey et al.,
1985). Contrariamente, el tratamiento con gonadotrofinas, reduce la expresion de
los genes que codifican para el AT1R y el AT2R, mientras que su eliminacién, hace
que aumente significativamente la expresién de estos receptores (Kitami et al.,
1992), lo que puede deberse a un mecanismo de compensacion. En lo referente a
la regulacién de la produccion de testosterona, se ha observado que las
gonadotrofinas actlan sobre las células de Leydig aumentando la sintesis de
renina, lo que indirectamente resulta en un aumento de la testosterona testicular
(Parmentier et al., 1983; Pandey et al., 1985). Por otra parte, la produccién de
testosterona esta regulada mediante un mecanismo de retroalimentacién negativa
desencadenado por la Ang Il y en el que también se ha sugerido que pueden estar
implicadas tanto las Ang lll y IV como las enzimas APA, APN y APB (De La Chica-
Rodriguez et al.,, 2008; Martinez-Martos et al., 2011). Otros componentes que
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también regulan indirectamente la produccién de testosterona, son la Ang (1-7) y
su receptor, MasR, ya que su ausencia a nivel génico altera la actividad de los genes
gue codifican para las enzimas que intervienen en la esteroidogénesis testicular
(Leal et al., 2009; Reis et al., 2010). Sin embargo, aunque la ACE y los receptores de
Ang Il, AT1R y AT2R, también han sido localizados en las células de Leydig, se
desconoce si estan implicadas en la produccion de testosterona.

En cuanto a la regulacién de la espermatogénesis, la presencia de Ang (1-7), su
receptor MasR, ACE, NEP2 y APN en el interior de los tubulos seminiferos, tanto en
las células germinales en formacidon como en las células de Sertoli, sugieren un
posible papel de estas moléculas en la regulacidon de este proceso (Alenina et al.,
2002; Speth et al., 1999; Bonvouloir et al., 2001; Osada et al., 2001). Por otra parte,
aunque se ha observado la presencia de ACE2 en las células de Sertoli, su expresion
es independiente del estatus fértil del vardn (Reis et al., 2010), por lo que a priori,
no estaria implicada en este proceso.

6.2. EI RAS y su implicacion en la funcidon espermatica

Los espermatozoides para llevar a cabo correctamente su funcidn, deben pasar por
una serie de procesos como son la adquisicion de la movilidad, la capacitacion, la
reaccién acrosdmica, y el reconocimiento, unién y fecundacién del oocito (Yoshida
et al., 2008; Sakkas et al., 2015). Estos procesos estan regulados por la actuacion
conjunta de diversos mecanismos moleculares, entre los cuales se encuentra el RAS
(Yoshida et al., 2008; Vinson et al., 1997; Speth et al., 1999). Asi, tanto la presencia
y distribucion de los componentes del RAS en los espermatozoides, como la
actividad de las angiotensinas asociadas, sugieren que este sistema estaria
regulando la funcién reproductora, actuando directamente sobre la capacidad fértil
de los espermatozoides (Leung y Sernia, 2003).

6.2.1. Funciones del AGT y las angiotensinas sobre la funcion espermatica

La Ang Il ha sido detectada en el plasma seminal, en concentraciones de tres a
cinco veces superiores a las halladas en el plasma sanguineo (O’Mahony et al.,
2000). Sin embargo, la infertilidad masculina no parece estar relacionada con los
bajos niveles de Ang Il esperados en los ratones carentes del gen que codifica para
la ACE, enzima encargada de la formacion de la Ang Il (Paul et al., 2006). Se ha
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descrito que la Ang Il es un modulador de la actividad espermdtica, ya que estd
implicada en procesos como la movilidad y la reaccidn acrosémica (Foresta et al.,
1991; Vinson et al., 1997; Gur et al., 1998; Kohn et al., 1998a; Wennemuth et al.,,
1999; Sabeur et al., 2000). En cuanto a su implicacidon en la movilidad, la Ang Il
aumenta tanto el porcentaje de espermatozoides mdviles, como su velocidad lineal
(Vinson et al., 1996).

Aunque la Ang (1-7) no ha sido localizada en espermatozoides maduros, la
existencia de su receptor sugiere que éstos podrian ser influidos por
modificaciones en la produccion local de este péptido (Reis et al., 2010).

6.2.2. Funciones de los receptores del RAS sobre la funcidon espermatica

En cuanto a los receptores especificos de la Ang Il, el AT1R ha sido detectado en la
cola de espermatozoides tanto murinos como humanos (Vinson et al., 1995a;
Vinson et al., 1995b). Estudios con ratones, demostraron que la eliminacién del
AT1BR, resulta en una alta actividad transcripcional del AT1AR en las células
espermdticas maduras e inmaduras, sugiriendo que el AT1AR puede realizar
funciones especificas en estos animales o que hay otros receptores de Ang
involucrados en este proceso (Paul et al., 2006).

Se cree que el AT1R estd implicado en la movilidad espermadtica, ya que el uso de
antagonistas de este receptor, como el losartan, inhibe la movilidad, mientras que
tras la adicion de Ang Il se produce un aumento tanto del porcentaje de
espermatozoides moviles, como de su velocidad lineal (Vinson et al., 1996). De
igual manera, también se ha evidenciado su implicacidn en la reaccién acrosémica,
ya que tras la adicion de captopril, inhibidor especifico de la ACE, ésta queda
inhibida (Foresta et al., 1991; Gur et al.,, 1998). Por su parte, el AT2R ha sido
localizado en la region acrosomal de la cabeza de espermatozoides de ratdn,
aunque, por ahora, no se le ha atribuidoninguna funcién (Wennemuth et al., 1999).

Finalmente, la presencia del MasR en espermatozoides humanos indica que estas
células tienen la capacidad de responder a la Ang (1-7), y por lo tanto, podrian ser
influidas por modificaciones en la produccidn local de este péptido (Reis et al.,
2010).
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6.2.3. Funciones de las enzimas del RAS sobre la funcidn espermatica

El liquido seminal humano contiene prorrenina y renina activas en cantidades
mayores que el plasma sanguineo. Curiosamente, esta renina no proviene de los
testiculos, sino de la préstata u otras glandulas sexuales accesorias (Craven et al.,
1981). Por otra parte, se ha observado una correlacion directa entre el contenido
prorrenina seminal y la calidad seminal (densidad y movilidad espermatica)
(Mukhopadhyay et al., 1995).

En cuanto a la ACE presente en el liquido seminal, se ha observado que se
corresponde con la sACE (El-Dorry et al., 1983; Speth et al., 1999). Esto se debe a
gue no se sintetiza en el testiculo, sino que es secretada al liquido seminal tras
formarse en las células de los conductos deferentes. Por otra parte, la
concentracién de ACE del plasma seminal se correlaciona positivamente tanto con
la concentracion de espermatozoides como con su movilidad (Speth et al., 1999),
aunque paraddjicamente, también se ha visto que los niveles de ACE del plasma
seminal de varones con oligospermia son similares a los de varones
normozoospérmicos (Hohlbrugger et al., 1984). En cuanto a su localizacién en los
espermatozoides, la tACE estd presente en la membrana plasmatica de las
espermatidas y espermatozoides de distintas especies (Vanha-Pertulla et al., 1985;
Brentjens et al., 1986; Dobrinski et al., 1997), principalmente en la membrana
plasmatica de la regién acrosomal, en el segmento ecuatorial, en la regién
postacrosomal y en la pieza intermedia (Ganong, 1995; Kohn et al., 1998b). Su
actividad es baja en animales inmaduros pero va aumentando progresivamente
conforme va alcanzando la madurez sexual, lo que sugiere que su presencia es
dependiente de la maduracion sexual (Jaiswal et al.,, 1983). El mecanismo a través
del cual la tACE participa en la funcidon espermdtica todavia no se conoce en
detalle, aunque, distintos estudios han demostrado su implicacién en la movilidad,
la capacitacion, la reaccién acrosémica y en la capacidad fecundante (Singh et al.,
1985; Foresta et al., 1987; Foresta et al., 1991; Kohn et al., 1995; Shibahara et al.,
2001; Li et al, 2014). Estos efectos de la ACE sobre la fertilidad masculina, y
atribuidos a la tACE, han sido corroborados mediante distintos estudios en
animales, en los que mientras la eliminacién de la sACE a ratones macho no
afectaba a la fertilidad, los que carecen de ambas isoformas, sACE y tACE, muestran
una fertilidad reducida, a pesar de que tanto el desarrollo testicular, como los
espermatozoides y su movilidad, y la conducta de apareamiento son normales
(Krege et al., 1995; Esther et al., 1996; Hagaman et al., 1998).
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Por su parte, la APA, ha sido hallada en el liquido seminal de varios animales como
el toro y el jabali, presentando una mayor actividad enzimatica en este ultimo,
aunque no ha sido detectada en el liquido seminal humano (Agrawal y Vanha-
Perttula, 1985).

La peptidasa NEP, ha sido localizada tanto en el liquido seminal como en los
espermatozoides humanos (Fernandez et al., 2002; Irazusta et al., 2004; Subirdn et
al., 2008). En cuanto al liquido seminal, esta enzima, presenta una actividad y una
concentracién significativamente mayores que las observadas en otros tejidos
corporales (Fernandez et al., 2002). Su actividad esta alterada en varones
astenozoospérmicos en comparacion con normozoospérmicos (lrazusta et al.,
2004). En relacién a los espermatozoides, ha sido detectada tanto a nivel génico
como proteico, localizandose en el cuello de una pequeia proporcion de
espermatozoides humanos. Se ha observado que esta enzima estd implicada en la
regulacion de la movilidad espermatica, ya que su inhibicién mejora la movilidad de
los espermatozoides capacitados, aumentando los espermatozoides con movilidad
progresiva (Subiran et al., 2008).

Finalmente, la APN muestra una amplia distribucidon tanto en el liquido seminal
como en los espermatozoides humanos (Fernandez et al.,, 2002; Irazusta et al.,
2004; Subiran et al.,, 2008). En cuanto al liquido seminal, al igual que la NEP,
presenta una actividad y una concentracién significativamente mayores que las
observadas en otros tejidos corporales (Fernandez et al., 2002). Su actividad esta
alterada en varones astenozoospérmicos en comparacién con normozoospérmicos
(Irazusta et al., 2004). En relacidon a los espermatozoides, esta enzima ha sido
detectada tanto a nivel génico como proteico (Subiradn et al., 2008), localizandose
en la membrana plasmatica del segmento ecuatorial de la regidn postacrosomal de
la cabeza espermatica, en el cuello y uniformemente distribuida a lo largo de la cola
(Subirdn et al., 2008). En estudios con espermatozoides de mejilldn, se observd que
la APN podria estar implicada en la reaccidn acrosémica, ya que interacciona con
moléculas presentes en la membrana del oocito, induciendo asi, la liberacién del
contenido acrosomal (Togo y Morisawa, 1997; Togo y Morisawa, 2004).
Posteriormente se observd que regula la movilidad espermatica, ya que su
inhibicién mejora la movilidad del los espermatozoides capacitados, aumentando la
movilidad progresiva lineal (Subiran et al., 2008; Subiran et al., 2010).
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En resumen, considerando lo anteriormente expuesto, se puede observar como el
RAS participa en la regulacién de la funcion espermatica a través de los efectos que
ejercen sus distintos componentes sobre los espermatozoides. En cuanto a la
regulacion por las distintas Ang y sus receptores, se ha descrito como la Ang II,
probablemente a través de su unién al AT1R, modula la actividad espermatica,
estando implicada en la movilidad y la reaccién acrosémica. Asi, la Ang Il aumenta
tanto el porcentaje de espermatozoides moviles, como su velocidad lineal, y
ademas, sus antagonistas inhiben tanto la movilidad como la reacciéon acrosémica
(Wennemuth et al., 1999; Foresta et al., 1991; Vinson et al., 1996; Gur et al., 1998;
Sabeur et al., 2000). Sin embargo, aunque el AT2R, la Ang (1-7) y el MasR, han sido
localizados en los espermatozoides se desconoce las funciones que desempeiian
(Wennemuth et al., 1999; Reis et al., 2010). Del mismo modo, se ha observado
como distintas enzimas presentes en los espermatozoides se encuentran
relacionadas con procesos como la movilidad, la capacitacién, la reaccién
acrosémica y la capacidad de fecundar a los oocitos. La tACE ha sido localizada en Ia
membrana plasmatica de las espermatidas y espermatozoides, y se considera una
enzima muy relevante en la fertilidad masculina debido a su implicaciéon en la
capacitacion, la reacciéon acrosémica y en la capacidad fecundante (Singh et al.,
1985; Foresta et al., 1987; Foresta et al., 1991; Kohn et al., 1995; Shibahara et al.,
2001; Li et al., 2014). Asimismo, la NEP y la APN, estan involucradas en la
regulaciéon de la movilidad espermatica, ya que su inhibicidn mejora la movilidad de
los espermatozoides capacitados, aumentando el porcentaje de espermatozoides
con movilidad progresiva (Subiran et al., 2008; Subiran et al., 2012). Pero ademas
de estar relacionada con la movilidad espermatica, se ha visto que la APN,
interacciona con moléculas presentes en la membrana del oocito, de forma que
también participa en la Induccién de la reaccién acrosémica (Togo y Morisawa,
1997; Togo y Morisawa, 2004).

6.3. Conclusiones

El RAS se encuentra presente en distintos érganos y tejidos del aparato reproductor
masculino, regulando la funcién reproductora masculina a varios niveles, a través
de mecanismos endocrinos, paracrinos y autocrinos. El hecho de que se hayan
localizado distintos elementos pertenecientes tanto al eje clasico, como a los tres
ejes o vias alternativas del RAS, sugiere que todas estas vias podrian estar
presentes en el aparato reproductor masculino. Por otra parte, se ha demostrado
que los componentes de este sistema, estan regulados por el eje hipotdlamo-
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hipofisario-testicular, ya que son sensibles a distintas hormonas sexuales vy
gonadotropinas. Centrandonos en el testiculo, los distintos componentes del RAS
estan implicados en la regulacion de la funcién testicular mediante mecanismos
paracrinos y autocrinos, que actuan sobre los distintos tipos celulares presentes en
el testiculo. Asi, se han encontrado distintos componentes del RAS tanto en las
células de Leydig y de Sertoli, como en las células germinales en distintos estadios
madurativos, lo que indica que estos componentes pueden modular tanto la
produccién de testosterona como la espermatogénesis. Finalmente a nivel seminal,
se ha observado que el contenido de prorrenina y de la ACE seminal estd
correlacionado con la densidad y movilidad espermatica seminales. En cuanto a la
funcidn espermatica, el RAS estd implicado en la regulacion de procesos esenciales
de la fertilidad masculina, como son la movilidad de los espermatozoides, la
reaccion acrosémica, o la capacidad fecundante del oocito.

Por lo tanto, se puede observar como el RAS esta implicado en varios procesos
vitales de la fertilidad masculina, como la produccién de testosterona, la
espermatogénesis y la funcidn espermatica. Sin embargo, actualmente se
desconocen varios aspectos como: 1) si todos los elementos del RAS estan
presentes tanto en el testiculo, como en los espermatozoides y el liquido seminal y
las funciones que ejercen en ellos; 2) si los distintos componentes cumplen algin
papel en la regulacidn de la formacién de los testiculos; 3) si los distintos elementos
del RAS hallados en el liquido seminal tienen alguna funcién sobre la supervivencia
y/o el transporte de los espermatozoides a través del tracto reproductor femenino;
y 4) si estos componentes encontrados varian en relacidn a distintas condiciones
patoldgicas. Por lo que seria necesaria la realizacion de diversos estudios que
ayudasen a responder estas cuestiones, de forma que permitiesen un mayor
conocimiento de las funciones del RAS tanto en el aparato reproductor masculino,
como en los espermatozoides. A su vez, el estudio de los distintos elementos del
RAS presentes en los espermatozoides, podria esclarecer su papel tanto en la
fisiologia espermatica como en la fertilidad masculina, a la vez que podria ayudar a
establecer biomarcadores que permitiesen seleccionar los mejores
espermatozoides a usar en las TRA.
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Objetivos

Actualmente, se estima que la infertilidad afecta a un 15% de las parejas en edad
reproductiva, estando implicado el varén en la mitad de los casos. El desarrollo de
las TRA supuso una gran revolucién en el tratamiento de la infertilidad al aumentar
las posibilidades de tratamiento efectivo. A dia de hoy, el andlisis del semen
constituye la Unica herramienta para evaluar el estatus fértil del vardn. Sin
embargo, presenta ciertas limitaciones sobre todo en los casos de infertilidad de
origen desconocido. En este sentido, cada vez hay mas evidencias que indican que
los espermatozoides no son meros portadores de la informacidn genética paterna,
sino que distintos componentes moleculares espermaticos podrian contribuir tanto
en el proceso de fecundacidn, como en el desarrollo embrionario. Teniendo en
cuenta todo lo anteriormente expuesto, el uso de biomarcadores espermaticos
podria complementar los analisis actuales mejorando el diagnéstico y tratamiento
de la infertilidad masculina, o prediciendo los resultados de las TRA.

El RAS es un sistema molecular que participa en la regulacidon de la fertilidad
masculina a multiples niveles, razén por la cual, podria ser considerado como una
posible diana terapéutica. A pesar de que se ha determinado la existencia de varios
elementos de este sistema en espermatozoides humanos, todavia quedan algunas
cuestiones por resolver en cuanto a la presencia y funciones de este sistema en la
fisiologia espermatica. Concretamente, la Ang Il ha sido descrita como el principal
péptido efector de este sistema, y tras el descubrimiento de los RAS locales e
intracelulares, la renina también pasé a ser considerada uno de los péptidos mas
transcendentes de este sistema. Sin embargo, ni el AT2R ni el PRR han sido
estudiados en los espermatozoides humanos, por lo que se quiso determinar su
presencia en los gametos masculinos, asi como su relacién con los distintos
parametros tenidos en cuenta durante los tratamientos de fecundacién in vitro.

Por otra parte, las enzimas ACE y APN han sido extensamente estudiadas en
relacién a la fertilidad masculina. Se ha descrito que la tACE es esencial para el
proceso de fecundacidn oocitaria, ademas de estar implicada en otras funciones
espermaticas, mientras que la APN participa en la movilidad y la reaccidon
acrosomica. Teniendo en cuenta su relevancia en la funcion espermatica, se quiso
abordar la relacion de estas enzimas con los distintos pardmetros tenidos en
cuenta durante los tratamientos de fecundacion in vitro.
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1.

Objetivo general

Esta tesis se ha centrado en aumentar el conocimiento del papel del RAS en la

fisiologia espermatica, asi como en determinar su posible uso como biomarcador

diagndstico o prondstico de las TRA con el objetivo de mejorar el diagndstico y/o

tratamiento por parte de los/as profesionales que llevan a cabo el manejo de la

infertilidad humana.

1.1. Objetivos especificos

82

Describir la presencia de los receptores AT2R y PRR en los espermatozoides
humanos.

Relacionar los distintos elementos del RAS estudiados en los espermatozoides
con los parametros seminales y las distintas etiologias seminales, para ver su
implicacion en la calidad espermatica asi como para determinar su posible uso
como biomarcadores de diagnostico de la patologia seminal.

Relacionar los distintos elementos del RAS estudiados en los espermatozoides
con las tasas de fecundacion vy la calidad, el desarrollo, la viabilidad y el destino
final de los embriones, para determinar su posible uso como marcadores
predictivos de estos pardmetros o como biomarcadores de seleccidn
espermatica.

Relacionar los distintos elementos del RAS estudiados en los espermatozoides
con la transferencia, el embarazo bioquimico, la implantacion y la gestacién
clinica, para determinar su posible uso como biomarcadores predictivos de los
resultados de las diferentes técnicas de fecundacion in vitro.
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Material y Métodos

Este trabajo se divide en cuatro partes, en las que se plantean distintos objetivos
de estudio.

El objetivo 1 se centra en el estudio de la expresidn y localizacién del AT2R y del
PRR en espermatozoides humanos.

Los objetivos 2, 3 y 4 se centran en relacionar distintos componentes del sistema
renina angiotensina (AT2R, PRR, tACE y APN) con: 1) los pardmetros seminales, 2)
los parametros embrionarios y 3) los resultados de las TRA. Se denomina ciclo de
fecundacion in vitro al periodo comprendido entre el inicio del tratamiento
reproductivo hasta su finalizacidn.

Debido a las implicaciones éticas referentes a los derechos de los pacientes, el
proyecto fue aprobado por el “Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del la
Universidad del Pais Vasco”, con cddigo (CEISH/61/2011). Ademads, todas las
parejas incluidas en este estudio fueron detalladamente informadas y se les
entregd un consentimiento informado.
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Criterios de inclusidon, andlisis y preparacion de las
muestras seminales

0.1. Criterios de inclusion

Todas las muestras seminales usadas en este estudio, tanto en el objetivo 1 como
en los objetivos 2 y 3, eran muestras seminales en fresco, obtenidas el mismo dia
de la realizacién de las técnicas de fecundacidn in vitro. Sin embargo, las muestras
cumplian distintas caracteristicas en funcion del objetivo para el que se fuesen a
usar. Ademas todas las muestras procedian de pacientes de la Clinica IVI Bilbao.

En el objetivo 1 se incluyeron muestras seminales de pacientes cuyos parametros
estaban dentro de los rangos de normalidad establecidos por la OMS (OMS, 2010).
Para estos estudios se usaron un total de 23 muestras seminales.

Para los objetivos 2, 3 y 4 se incluyeron un total de 173 muestras seminales de
varones cuyas parejas se sometieron a ciclos de fecundacion in vitro con oocitos de
donantes (ovodonacion). Estas muestras fueros recogidas entre Febrero de 2014 y
Julio de 2015.

Las caracteristicas de las muestras seminales incluidas en los objetivos 2, 3 y 4,
fueron los siguientes:

1) provenian de ciclos de ovodonacion, ya que de esta manera se reducia la
variabilidad dentro de los oocitos y se minimizaba la infertilidad femenina como
factor de sesgo.

2) procedian de sémenes en fresco, los cuales, una vez procesados, debian tener
un volumen y una concentracion minima de 500 pyL y 5 millones de
espermatozoides por mililitro.

3) las muestras de espermatozoides no debian de haber sido pasadas por un
una columna Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) de Anexina-V.

4) para la realizacidn de los analisis moleculares se usaron fracciones alicuotas
de las muestras de espermatozoides utilizadas en las TRA.
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0.2. Determinacion de las caracteristicas seminales.
Elaboracién del espermiograma

Todas las muestras se obtuvieron por masturbacién, tras un periodo de abstinencia
sexual de 3 a 5 dias, y depositadas en un contenedor estéril. A continuacién, se
trasladaron al laboratorio acompafiadas de una hoja de solicitud en la que estaban
anotados una serie de detalles clinicos importantes. Posteriormente, se dejaron
durante un periodo de 10-15 minutos, hasta su total licuefaccién en un incubador
a 37 °Cy 5 % de CO,. Una vez transcurrido este tiempo, se valoraron las
caracteristicas macroscépicas y microscopicas. Las caracteristicas macroscopicas
gue se deben analizar en el eyaculado son: el aspecto, la licuefaccién, el color, la
viscosidad, el pH y el volumen. En cuanto al examen microscdpico de la muestra, se
valora la concentracion espermadtica, la movilidad, la morfologia asi como la
presencia de otros elementos celulares, como leucocitos o células germinales
inmaduras, y detritos. Los pardmetros microscépicos mas importantes y que mas
ayudan a la determinacidon del potencial fértil del varéon son el volumen, la
concentracién, la movilidad y la morfologia. Estos tres parametros se determinan
de visu.

Por lo que los parametros de mayor interés en este estudio fueron, el volumen, la
concentracién, movilidad y morfologia espermatica. Estos parametros se
determinaron en distintos momentos del analisis del semen, 1) en las muestras de
eyaculado o del semen en fresco y 2) tras el procesado de la muestra, también
denominada la recuperacion de espermatozoides que posteriormente fueron
usados en las TRA.

0.2.1. Determinacion de los parametros basicos del semen

Volumen: El volumen del eyaculado es un parametro esencial en cualquier
evaluacion seminal, ya que permite conocer el nimero total de espermatozoides
en el eyaculado. Este parametro se determiné midiendo el total del volumen
eyaculado con una pipeta graduada estéril.

Concentracidn: La concentracion da una idea del nimero de espermatozoides por
mililitro de eyaculado. La determinacion de la concentracion espermatica se realizd
por contaje en una camara de recuento de Makler® (Sefi Laboratories) vy
visualizacidn en un microscopio éptico de contraste de fases. La cdmara Makler®
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sirve para realizar seminogramas, y estd compuesta de dos piezas de cristal planas,
que al superponerse dejan un espacio en el que la muestra se distribuye
uniformemente ademas de permitir el movimiento de los espermatozoides. De
forma que la parte superior sirve de cubreobjetos, mientras que la inferior esta
subdividida en 100 microcuadrados de 0,1 x 0,1 mm de lado. El nimero de
espermatozoides contenidos en cualquier linea de 10 microcuadrados, indica la
concentracién en millones por mililitro. Para la determinacidn de este parametro se
utilizé un volumen de 10 pL de muestra, se conté el nimero de espermatozoides
presentes en 30 microcuadrados y se realizé una media, dando como resultado el
numero de millones de espermatozoides por mililitro.

Movilidad: La determinacion de este parametro se realizd in visu, mediante el
contaje y evaluacidn del tipo de movilidad de 100 espermatozoides mdviles libres
observados al azar. Segun la ultima clasificacidn de la OMS, las muestras de semen
se dividen en tres categorias en funcién del tipo de movilidad que muestran los
espermatozoides (Tabla 9). De esta forma, los resultados de movilidad se dieron
como porcentajes de espermatozoides de cada uno de los tipos de movilidad

descritos.
Tipos de movilidad espermatica
Tipo movilidad Descripcion
Movilidad espermatozoides con un movimiento activo, de forma rectilinea
progresiva (PR) o en curvilinea amplia, sin tener en cuenta la velocidad
Movilidad no espermatozoides con patrones de movimiento que no tienen
progresiva (NP) progresion

Inmovilidad (IM)  espermatozoides inmdviles, sin ningun tipo de movimiento

Tabla 9. Tipos de movilidad espermatica descritos en el 52 manual de la OMS (OMS, 2010).

Morfologia: Una buena morfologia espermatica es necesaria para que el
espermatozoide pueda tener una movilidad éptima y sea capaz de fecundar el
oocito. La determinacién de la morfologia espermatica requirié de la preparacion
de una extension de la muestras de semen en fresco. Estas extensiones se dejaron
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secar al aire, se fijaron y por ultimo se contrastaron mediante tincién de Pandptico
rapido. Las muestras se observaron en el microscopio dptico con el objetivo de
100x y aceite de inmersion. La morfologia se determind mediante el método de
clasificacion normal/anormal. Se contaron un total de 200 espermatozoides para la
estimacion del porcentaje de formas normales. Los espermatozoides considerados
como normales debian cumplir una serie de caracteristicas, las cuales estan
descritas en la tabla 10.

Caracteristicas morfolégicas espermaticas

Localizacion Descripcion de las caracteristicas
morfoldgica

- lisa, con un contorno regular y generalmente de forma ovalada
- region acrosomal bien definida que ocupe del 40-70% de la cabeza,
Cabeza qgue no contenga vacuolas grandes o mas de dos vacuolas

- region postacrosomal exenta de vacuolas

- delgada, regular y aproximadamente de la misma longitud que la
Pieza media ) cabeza i o i

- eje central de la pieza media alineado con el eje central de la cabeza

- cantidad de citoplasma residual reducida

- estrecha y de didmetro uniforme

- aproximadamente 45 um de longitud (10 veces la longitud de la
Cola cabeza)

- puede formar una curva, pero nunca un angulo agudo que indique

rotura flagelar

Tabla 10. Descripcidn de las caracteristicas que debe cumplir un espermatozoide con morfologia

normal segun los criterios descritos en el 52 manual de la OMS (OMS, 2010).

Por ultimo, y en relacion a los parametros anteriormente evaluados, a cada
muestra se le asigné una etiologia, acorde a la nomenclatura propuesta por la OMS
(OMS, 2010) y anteriormente explicada.
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0.3. Procesamiento de las muestras seminales

La recuperacidn de los espermatozoides se llevd a cabo mediante dos técnicas
distintas, el swim-up y los gradientes de densidad (Figura 10). Estas técnicas
permiten obtener espermatozoides con capacidad fecundante y eliminar los
espermatozoides muertos, inmoviles o lentos, asi como cualquier otro tipo celular
e impureza.

0.3.1. Procesamiento de las muestras mediante swim-up

El swim-up es una técnica muy sencilla que se basa en la recuperacion de los
espermatozoides mdas moviles gracias a su capacidad de nado hacia un medio mas
enriquecido. Para su realizacién se prepararon diluciones 1:1 (vol/vol) de las
muestras seminales con medio Global® for Fertilization (LifeGloval Group). A
continuacioén se realizaba una centrifugaron a 400g durante 10 minutos, tras la cual
se eliminaba el sobrenadante, y se afiadia un volumen de 0,5-1 mL de medio
Global® for Fertilization en la parte superior, teniendo cuidado de que no se
mezclase con el pellet. Las muestras se dejaban incubando con una inclinacién de
45°, a 37 °Cy 5 % de CO,, durante 30-45 minutos. Una vez transcurrido este
tiempo, se recogia un volumen de 0,1-0,5 mL de la capa superior, donde se
encontraban los espermatozoides moviles, siendo esta fracciéon la usada en las TRA
(Figura 10A).

0.3.2. Procesamiento de las muestras mediante gradientes de densidad

La recuperacién de espermatozoides mediante gradientes de centrifugacion se
basa en la seleccién de los espermatozoides que pueden vencer la dificultad que
presentan los gradientes de 45 y 90% y llegar hasta el fondo del tubo. Para ello se
realizaron unos gradientes de densidad de 45 % y 90% con PureSperm (Nidacon) y
medio Global® for Fertilization. En un tubo de 10 mL, se afiadia primero la solucién
de densidad de 90% y encima, con cuidado de no mezclarlas, la solucién de 45% de
densidad. Una vez elaborado el tubo con el gradiente de densidad, se afiadia 1 mL
de muestra seminal y se centrifugaba a 300g durante 20 minutos. Terminada la
centrifugacidn, se recogia el pellet con una pipeta Pasteur de vidrio estéril, se diluia
con 2 mL de medio Global® for fertilization, y se centrifugaba a 400g durante 5
minutos, para eliminar los restos de los gradientes de la muestra. Finalmente, se
eliminaba el sobrenadante y se diluia el pellet en un volumen de 0,2-1 mL de medio
Global® for fertilization, siendo ésta muestra la usada en las TRA (Figura 10B).
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Figura 10. Esquema en el que se muestran los pasos a seguir para el procesamiento de las muestras

de semen mediante las técnicas de: A) swim-up y B) gradientes de densidad.
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Objetivo 1: Estudio de expresidn y localizacion de AT2R
vy PRR en espermatozoides humanos.

En este apartado ademas de las muestras seminales, se utilizaron como controles
positivos en las diferentes técnicas, muestras de rifién humano y una linea de
células renales, también de origen humano (RC-124) (CLS, Cell Lines Service). El
tejido renal se obtuvo del Laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital de
Cruces. En el Anexo |l se detallan, los reactivos y materiales de laboratorio, asi
como los equipos y programas informaticos usados en las diferentes técnicas
experimentales.

1.1. Real Time RT-PCR

El estudio de la presencia de los transcritos de los distintos componentes del RAS
se realizd6 usando la técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa 6 RT-PCR. La RT-PCR es una variante de la PCR, en la que, una
hebra de RNA es retrotranscrita a DNA complementario (cDNA) usando la enzima
transcriptasa inversa. Posteriormente este cDNA es amplificado mediante una PCR
tradicional. Se trata de una técnica altamente sensible, que puede detectar un
numero de copias de RNA muy bajo. Una caracteristica muy interesante de este
proceso es que al transcribirse a partir de RNA, el cDNA generado no contiene los
intrones que si tendria el DNA original, formandose un RNAmM compuesto
exclusivamente por exones.

1.1.1. Extraccion y purificacion del RNA

El RNA total de los espermatozoides tras ser procesados, mediante gradientes de
centrifugacion o swim-up, y de la linea celular de rifidn humano (usada como
control positivo), fue aislado mediante el Kit Nucleo Spin RNA Il (Macherey-Nagel),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit incluia un paso de digestion, en
el que se uso el Kit RNase-free DNase (QUIAGEN), con el que se eliminaba cualquier
contaminacion con DNA gendmico. Finalmente, se eluyd el RNA. Para ello, se
afiadieron 30 L de agua mili-Q, y se dejé 5 minutos para que empapase bien la
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membrana con el RNA, tras lo cual se centrifugd la columna durante 1 minuto a
11.000g, obteniéndose de esta forma el RNA de la muestra.

Finalmente, se calculd espectroscdpicamente la concentracion de RNA y la pureza
de la muestra mediante el uso del NanoDrop©ND-1000 (Thermo Scientific). La
concentracidon de RNA se obtuvo midiendo la absorbancia a 260nm de la muestra
de RNA obtenido por filtracidon, mientras que la pureza se determind mediante
calculo del ratio 260/280nm.

1.1.2. Control de calidad del RNA

La integridad del RNA extraido se evalué mediante una electroforesis en gel de
agarosa. El RNA total extraido de espermatozoides, y de la linea celular de rifidn
humano (usada como control positivo), fue cargado en un gel del 1% de agarosa
teiiido con Midori green (Nippon Genetics Europe GmbH) y migrado a 75V. El RNA
extraido del control positivo debia poseer dos bandas discretas bien diferenciadas
correspondientes a los rRNA 18S y 28S. Este perfil es caracteristico de RNAs no
degradados. En espermatozoides, en cambio, debido a que durante su maduracion
se pierde la mayor parte de los componentes citoplasmaticos, el RNA no presenta
las bandas correspondientes a los rRNA 18S y 28S. Sin embargo, su perfil
caracteristico muestra un gradiente continuo de RNAs (Ostermeir et al., 2002)
(Figura 11).

MP Kd

e

-
foas

Figura 11. Andlisis electroforético de la calidad del RNA extraido de los espermatozoides (Spz) y de la
linea celular renal usada como control positivo (Kd). MP: marcadores de pesos moleculares.

1.1.3. Retrotranscripcion (sintesis de cDNA)

La sintesis de la cadena de cDNA se realizd usando el Kit Superscript Il (Invitrogen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, se partié de de RNA total, al
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que se le afiadieron 1 pL de random primers (Random hexameres), 1 uL de dNTP
(10 mM) y agua mili-Q hasta un volumen final de 10 pL. La mezcla se calentd a 65°C
durante 5 minutos en el termobloque y seguidamente se puso a 4°C para deshacer
posibles estructuras secundarias de las cadenas de RNA. Seguidamente, se incubd
durante 2 minutos a temperatura ambiente, tiempo tras el cual se le dio un pulso
en la centrifuga. A continuacién, se afiadié la mezcla de reaccidn, que consistia en:
4 uL de tampdn de sintesis de cDNA (5x Fisrt Strand Buffer), 2 uL de DTT (0,1 M)y 1
uL de la RNase OUT (Invitrogen). Se mezcld cuidadosamente y se incubd durante 2
minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se anadié 1 uL de
transcriptasa inversa (SuperScript Il RT), se mezclaron de nuevo todos los
componentes y se introdujeron en el termociclador (MyCycler™, Bio-Rad). Para la
reaccion de retrotranscipcion, la mezcla se incubd 10 minutos a 25°C, 50 minutos a
42°C, 15 minutos a 70°C, y finalmente se congelé a -20°C. La fraccidon del cDNA
resultante de las reacciones de RT se guardd en fracciones alicuotas a -20°C hasta
su posterior uso.

1.1.4. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

El cDNA resultante de las reacciones de RT se utilizd6 como molde para su
amplificacidon por PCR. Para la realizacion de la gRT-PCR se utilizd el SYBR® Green
master mix (Applied Biosystem, Life Technology), que contiene un buffer, dNTPs,
DNA polimerasa termoestable y marcador verde SYBR®. Para cada reaccion se
empled 0,25 uL de cDNA, 6,25 puL de SYBR Green 0,125 uL del primer forward y
0,125 pL del primer reverse y agua mili-Q hasta un volumen total de 12,5 pL. Cada
muestra analizada se midié por triplicado. La reaccidon de amplificacién se llevd a
cabo en un termociclador ABIPrism 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystem, Life Technology). La reaccién de PCR se programd en funcién de la
temperatura de fusién (Tm) de los primers y de la longitud del fragmento a
amplificar, resultando de la siguiente forma: 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
durante 15 segundos, seguidos de una fase de hibridacidn y extension de 1 minuto
a 60°C, y finalmente a 4°C. Posteriormente, el cDNA resultante se congeld6 a -20°C.

La presencia de DNA amplificado se determiné por electroforesis a 75V en gel de
agarosa al 1,5%, tefiido con Midori green (Nippon Genetics Europe GmbH). Por
cada 20 pL de muestra, se afiadieron 5 puL de tampodn de carga. El tamafio del
amplicon obtenido se verificé por comparacién con un marcador de pesos de DNA
(EZ Load 100 bp Molecular Ruler, Bio-Rad). Como control positivo se usaron los
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productos obtenidos de la linea celular de rifién humano, mientras que como
control negativo se analizaron los primers sin cDNA.

Los primers especificos para los diferentes componentes del RAS fueron disefiados
usando el software Primer 3. Para ello, previamente se obtuvo la secuencia
nucleotidica de la proteina. La secuencia de los primers estaba en los exones
caracteristicos de cada proteina en cuestion. Las condiciones de disefio de los
primers fueron los siguientes: la longitud del primer debia estar entre 18 y 27 pares
de bases (pb), con una temperatura de melting (tm) que oscilara entre 59-612C y
con un producto de PCR de entre 150 y 200 pb. Una vez realizados los primers, se
evidencid la especificidad mediante la comprobacién de su homologia en BLAST.
Los primers usados se detallan en la Tabla 11.

Tamaio
amplicén

Proteina Secuencia (5" a 3")

FW  TTATGG CTT TCC CAC CTG AG

AT2R Agtr2 177 pb
RV GGA CTT GGT CACGGG TTATC

FW  TGG TAG GGA AGG CAA ACT CA
PRR ATP6AP2 151 pb
RV~ TCA GAA AGA AAG AGCAGGTCAA

FW  GGC ACC CAG CACAAT GAAG

ACTB ACTB 178 pb
RV~ CCG ATC CACACG GAG TACTTG

Tabla 11. Tabla en la que se muestran los distintos primers usados para la RT-PCR.

1.2. Western blot (Inmunoblotting)

La técnica de western blot se utiliza para la identificacion de proteinas presentes en
una muestra. Ademas, permite semicuantificar proteinas procedentes de
diferentes muestras. Se basa en: 1) la separacién de las proteinas, en base a su
peso molecular, mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes, 2)
la transferencia de las proteinas a una membrana y 3) la posterior deteccion de la
proteina de interés con anticuerpos especificos.
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1.2.1. Preparacion de las muestras

Los extractos proteicos que fueron usados pertenecian a muestras de rifidn y
espermatozoides de origen humano. Para la extraccién de las proteinas de las
muestras, estas fueron procesadas de la manera mas apropiada de acuerdo a su
origen, tisular o celular.

Las muestras de espermatozoides, se pasaron por el homogenizador-dispersador
Ultraturrax (ART) durante un minuto y posteriormente se sometieron a una
homogeneizacion mecanica mds fina, usando para ello un homogeneizador con
émbolo de tefldn (Heidolph Giralt). Tras ello, se dejé incubando el homogenado en
hielo durante una hora en movimiento. Transcurrido este tiempo, las muestras
fueron sonicadas (Labsonic® P, B. Braun Biotech International). La sonicacion
consistié en 2 ciclos de 10 pulsos de 0,5 segundos a 40% de amplitud con un
intervalo de 30 segundos entre los ciclos. Durante este procedimiento las muestras
se mantuvieron en hielo evitando asi su calentamiento, lo que conllevaria a
degradacion proteica. Una vez sonicadas, se centrifugaron a 16.200g durante 15
minutos a 4°C. Finalmente se selecciond el sobrenadante. En el caso del tejido
renal, éste se cortd con un bisturi en trozos de unos 1 x 1 mm, y se secciond
mecanicamente mediante un homogenizador-dispersador Ultraturrax (ART)
durante un minuto para cortar el tejido en trozos mas pequeios. Posteriormente
se sometid6 a una homogeneizacion mecanica utilizando para ello un
homogeneizador con émbolo de teflén (Heidolph Giralt). Se dejé incubando el
homogenado en hielo durante una hora en movimiento y seguido se centrifugd a
16.200g durante 15 minutos a 4°C. Finalmente se selecciond el sobrenadante, ya
gue en esta fraccién se encontraban las proteinas.

Tanto las muestras seminales como las de tejido renal, se homogeneizaron con
tampdn de lisis RIPA (Sigma) al que se le afiadié un cdctel de inhibidores de
proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma) para evitar cualquier degradacion
proteica. Ademas, en las muestras de espermatozoides se afiadié al tampdn de
lisis, inhibidores de fosfatasas (Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 y Phosphatase
Inhibitor Cocktail 3, Sigma), RNasa (RNase A, Quiagen) y DNasa (RNase-free DNase
Set, Quiagen) para la eliminacién de DNA y RNA de las muestras.
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1.2.2. Cuantificacidn de proteinas mediante el método de BCA

Para medir la concentracién de proteina presente en las muestras, se usé el
método del acido bicinconinico (BCA). Esta sal sédica es un compuesto capaz de
formar un complejo de color purpura con iones Cu* en medio alcalino. Este
reactivo forma la base de un método analitico capaz de monitorizar el ion Cu'* en
una reaccion entre las proteinas y el Cu** en medio alcalino (reaccién de Biuret). La
estabilidad del reactivo y el cromdforo proporciona un método para la
cuantificacion de proteinas sencillo, rapido y muy sensible. Este complejo purpura
tiene un mdaximo de absorbancia a 562nm. Esta absorbancia es directamente
proporcional a la concentracién de la proteina.

La reaccién que se produce es:
Proteina + Cu** > Cu ™
Cu ™+ BCA - complejo purpura-BCA-Cu **

La concentracién de proteinas en las muestras de estudio se calculd mediante la
extrapolacion de los datos de absorbancia a una recta patron de albumina sérica
bovina (BSA) (Bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) de concentracién conocida (1
mg/mL). Las muestras se diluyeron 2 veces en el caso de los espermatozoides y 15
veces en el caso del tejido renal, ya que normalmente las proteinas se encontraban
tan concentradas que su valor se salia de la recta patrén. Se mezclaron con el
reactivo BCA que se constituye de 50 volumenes de BCA (Bicinchoninic acid
solution, Sima-Aldrich) y 1 volumen de CuSO,, cuyo cobre, en funcion de la
concentracién de proteina pasa de Cu*" a Cu™. Una vez preparados los tubos de la
recta patron y de las proteinas, se mantuvieron a 37°C durante 30 minutos.
Finalmente, se midié la absorbancia en un espectrofotémetro (Shimadzu) a 562nm.
Todas las muestras se midieron por duplicado.

1.2.3. Electroforesis (SDS-PAGE)

Las proteinas presentes en la muestra se separaron en base a su peso molecular,
en condiciones desnaturalizantes, mediante electroforesis unidimensional en geles
de acrilamida (30% Acrilamide/Bis Solution, Bio-Rad) que contenian dodecilsulfato
de sodio (SDS) al 10%. La acrilamida es un compuesto con capacidad para formar
redes que, en funcién de su concentracion, forma poros de tamafio variable, a
través de los cuales migran las proteinas. Los geles de poliacrilamida se forman por
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copolimerizacién de dos compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida (N,N’-
metilén-bis-acrilamida), en una reaccién iniciada por la N,N,NN'N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) y catalizada por el persulfato aménico (PSA).

Las muestras de espermatozoides (50 ug), los controles positivos, tejido renal de
origen humano (30 ug), se diluyeron en tampdn RIPA y finalmente se afiadié un
tampdn de carga que contenia B-mercaptoetanol (5%), que dotaba a las muestras
unas condiciones reductoras. Después se calentaron a 96°C durante 5 minutos para
gue se produjese la desnaturalizacién. Siendo necesaria esta desnaturalizacién, ya
gue en condiciones reductoras, los enlaces disulfuro intra- e intercatenarios de las
proteinas son disociados y las subunidades proteicas se separan en cadenas
polipeptidicas, favoreciendo su uniéon con el SDS y su posterior y exclusiva
separacion en funcién del peso molecular. El SDS es un detergente anidnico que se
mezcla con las proteinas, de manera que se forman complejos desnaturalizados
cargados negativamente.

Una vez preparado, las distintas muestras junto con los marcadores de peso
molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color Standars, Bio-Rad) fueron cargados
en los geles de acrilamida. La electroforesis SDS-PAGE emplea dos geles que tienen
los mismos componentes pero diferente proporcion de cada uno de ellos, creando
asi un sistema electroforético discontinuo de distinta porosidad y pH. Por un lado,
el gel concentrador, que es donde estan las calles en las que se cargan las proteinas
y cuya funcién es compactarlas al principio del siguiente gel. Por otro lado, el gel
separador, que es por donde migran las proteinas separdndose en funcion de su
tamafio (peso molecular). Estos geles tienen un grosor de 75 um, que se
corresponde con el espacio existente en el molde empleado para su realizacién, y
que esta constituido por dos cristales. El gel concentrador siempre tiene una
proporciéon del 4% de acrilamida, mientras que el gel separador tiene una
concentracién de acrilamida variable, siendo menor el tamafio de poro cuanto
mayor sea el porcentaje de acrilamida usado. Para la realizacion de estos western
blot, teniendo en cuenta el tamafo de las proteinas que se querian detectar, se
usaron geles con un porcentaje de acrilamida del 10% (vol/vol). Las proteinas se
migraron a 100V por el gel concentrador y a 200V a través del gel separador hasta
su correcta separacion para su posterior transferencia a una membrana de fluoruro
de polivinilideno (PVDF).
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1.2.4. Transferencia

La transferencia se basa en aplicar un campo eléctrico que hace que las proteinas
migren del polo negativo (dnodo) al polo positivo (catodo), lo que permite
transferir las proteinas del gel a la membrana.

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF
(PVDF Transfer Membrane, Amersham Hybond™-P) mediante la aplicacién de un
campo eléctrico perpendicular al gel y a la membrana. Las membranas de PVDF
tienen gran capacidad de unién a proteinas pero son hidrofdbicas, por lo que se
hace necesario tratarlas con metanol antes de sumergirlas en soluciones acuosas
para que se vuelva hidrofilicas.

Para la transferencia, de las proteinas, se realizé un sandwich de transferencia que
contenia en este orden: esponja, papel whatman (x3), gel, membrana de
transferencia (PVDF), papel whatman (x3) y esponja. Todo previamente hidratado
con tampodn de transferencia, excepto la membrana de PVDF, que se activd con
metanol antes de su hidratacion en el tampdn de transferencia.

Este sandwich se colocé en un casete de transferencia que se introdujo en la
cubeta, asegurandose que el gel se encontrase en el lado negativo, ya que las
proteinas, con carga negativa, se mueven hacia el lado positivo. Es decir, a la
membrana. Se cubrié todo con tampdn de transferencia y se mantuvo a 100V
durante 1 hora. Durante este tiempo, se mantuvo todo el sistema refrigerado y se
hizo recircular el tampdn, ya que este proceso provoca un fuerte calentamiento de
la solucidn, lo cual tiene un efecto negativo sobre las proteinas.

1.2.5. Inmunodeteccion

Finalmente, tras la trasferencia de las proteinas a las membranas de PVDF, se llevd
a cabo la identificacion de las proteinas de interés mediante el uso de anticuerpos
especificos. Las membranas se mantuvieron durante 1 hora a temperatura
ambiente en solucion de bloqueo, compuesta por Blotto con leche desnatada en
polvo al 5%, para obstruir los posibles puntos de unidén inespecificos de los
anticuerpos a la membrana. A continuacion, las membranas se incubaron durante
toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios especificos del sistema RAS (Tabla
12).
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Anticuerpo Hospedador Diluciéon Casa comercial Referencia
Anti receptor de Conejo 1:750 Abcam ab78747
angiotensina Il tipo 2 Conejo 1:500 Abcam ab19134
Anti receptor de renina Conejo 1:800 Santa Cruz Biotech. sc-67390

Anti- IgG de conejo
(HRP)

Cabra 1:3.000 Abcam ab6112

Tabla 12. Tabla en la que se muestran las diluciones de los distintos anticuerpos usados para el

immunoblotting.

Al dia siguiente las membranas se lavaron con buffer Blotto (3x5 minutos) y se
incubaron, durante 1 hora, con el anticuerpo secundario (lgG) conjugado a
peroxidasa de rabano (HRP). Finalmente, la deteccion de las bandas se realizo
usando un sistema amplificador de la quimioluminiscencia, sistema ECL. El sistema
ECL se basa en la produccién de quimioluminiscencia gracias a una reaccién
catalizada por la enzima perdxidasa sobre el perdxido de hidrégeno. El revelado se
llevo a cabo usando un trans-iluminador Chemidoc ™ XRS y el software informatico
Quantity One (Bio-Rad).

1.3. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite el analisis de una poblacién
celular de un modo répido, sensible y especifico. Lo cual se consigue mediante el
estudio de determinadas caracteristicas fisicas y quimicas de las células en
suspensidon que producen una sefal al interferir con una fuente de luz. Esto
permite analizar mdultiples pardmetros celulares, como el tamafio, forma vy
complejidad (por dispersidn de la luz visible) y de cualquier componente celular o
funcion que pueda ser marcada con un fluorocromo (dispersién de haz de luz de
una longitud de onda determinada).

Una caracteristica importante que representa una ventaja de esta técnica, es la
posibilidad de medir de forma simultanea, tantos pardmetros como anticuerpos se
dispongan para ello. Para ello, dichos anticuerpos han de estar conjugados con
fluorocromos de diferentes longitudes de onda. Los fluorocromos son moléculas
que al ser excitadas con la energia de una determinada longitud de onda, son
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capaces de emitir energia de una longitud de onda mayor. Estas caracteristicas son
las que permiten el andlisis multiparamétrico.

Esta técnica se basa en que las células, al pasar de forma ordenada, de una en una,
por delante de un haz luminoso producen su dispersion, lo que es detectado por un
sensor. La informacidn producida puede diferenciarse en dos, una la generada por
la dispersién de la luz y otra en la relacionada con la emisiéon de luz por los
fluorocromos presentes en la célula al ser excitados por el haz luminoso. Las
sefiales luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos que se
amplifican y se convierten en sefiales digitales que son procesadas por un software
informatico (Figura 12).

Una vez que las células de interés han sido distinguidas de los otros tipos celulares,
en funcién de la dispersion de la luz, se puede usar la inmunofluorescencia para
determinar la presencia/ausencia y la proporcién o nimero de células que poseen
un determinado marcador.

Sistema informatico

Lentes

)
s

Fluidica

Detectores de
fluorescencia

Detector de dispersion

Figura 12. Esquema que muestra los componentes de un citémetro de flujo y su disposicién.

1.3.1. Preparacion de las muestras

Una vez finalizados los procedimientos de fecundacidn in vitro, las muestras
seminales se fijaron con paraformaldehido (PAF) al 4% y se mantuvieron a 4°C
hasta su posterior analisis.
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1.3.2. Citometria semi-cuantitativa

La semi-cuantificacion de los niveles proteicos del AT2R y del PRR, se realizd
midiendo la intensidad de fluorescencia mediante citometria de flujo, empleando
anticuerpos especificos para cada receptor.

La muestra se dividid en fracciones alicuotas que se centrifugaron a 3.500g durante
6 minutos, para eliminar el medio de fijacidbn en el que permanecian los
espermatozoides y se lavaron con tampdn fosfato salino (PBS) 1x. Seguido, las
muestras se permeabilizaron con PBS-Tritén® X-100 0,5% durante 10 minutos en
continua agitacidon y una vez pasado este tiempo se volvieron a lavar con PBS 1x.
Una vez eliminada la solucién de permeabilizacidon, se procedié al bloqueo, con el
fin de evitar posteriores uniones inespecificas de los anticuerpos. Este se llevd a
cabo durante 30 minutos con suero bovino fetal (SBF) al 10% en PBS 1x.
Transcurrido este tiempo se elimind el SBF y se afadieron las diluciones de
anticuerpos disefiados para reconocer los distintos receptores y enzimas del RAS
estudiados (Tabla 13). Las muestras se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, se elimind la dilucién de anticuerpo primario mediante centrifugacion a
3.500g durante 6 minutos, se lavaron las muestras con PBS 1x y se incubaron,
durante una hora a temperatura ambiente y en oscuridad, con un anticuerpo
secundario marcado con una molécula fluorescente (Tabla 13). Una vez pasado
este tiempo, se tifieron los nucleos con Hoechst 33258 (Invitrogen) a una
concentracidon de 5 pg/mL durante dos minutos, pasados los cuales, las fracciones
de la muestra se resuspendieron en PBS 1x.

Con anterioridad a los andlisis se determind la especificidad tanto de los
anticuerpos primarios como de los secundarios. La especificidad de los anticuerpos
primarios se determind mediante la adicién de Inmunoglobulinas inespecificas
(Negative Rabbit Immunoglobulin Fraction (Normal)) en concentraciones idénticas
a las empleadas con los anticuerpos primarios. Mientras que la especificidad del
anticuerpo secundario se realiz6 omitiendo el anticuerpo primario antes de la
adicion del anticuerpo secundario.
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Anticuerpo Hospedador Dilucién Casa comercial Referencia

Anti receptor de .
. . . Conejo 1:250 Abcam ab19134
angiotensina Il tipo 2

Anti receptor de renina Conejo 1:250 Santa Cruz Biotech. sc-67390

Anti-ACE humano

. Raton 1:200 BioLegend 344204
conjugado con PE
Anti-CD13 humano 3 .
. Raton 1:200 BD Pharmingen™ 555394
conjugado con PE
1gG1, k Isotipo Control i .
Ratén - BioLegend 400112

conjugado con PE

Anti- 1gG (H+L) de

conejo conjugado con Cabra 1:2000 Invitrogen A11008
Alexa Fluor® 488

Tabla 13. Tabla en la que se muestran las diluciones de los distintos anticuerpos usados para la
citometria de flujo.

Los datos de fluorescencia se extrajeron del andlisis de al menos 10.000 eventos
obtenidos en el citometro de flujo (Gallios, Becton Dickinson). La fluorescencia azul
emitida por el Hoechst 33258 y la fluorescencia verde emitida por el anticuerpo
secundario unido a Alexa Fluor® 488 se recogieron por los sensores FL9 y FL1
respectivamente. Se realizd una primera seleccidon de los eventos de tamafio y
complejidad correspondientes a la poblacidon de espermatozoides (Figura 13). Se
eliminaban de esta forma, en los siguientes graficos las células no espermaticas.
Con el fin de eliminar la autofluorescencia emitida por los espermatozoides, se
elimind el ruido de fondo (sefial de fluorescencia) de los eventos positivos al
Hoechst 33258 usando como referencia los controles de cada muestra. Los graficos
de fluorescencia se analizaron mediante el software Summit v4.3. Los resultados
obtenidos eran el porcentaje de espermatozoides que presentaban el marcador
objeto de estudio.
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Figura 13. Imagen de citometria de flujo de las poblaciones espermaticas en base a su tamafio y

complejidad que muestra una forma caracteristica de llama.

1.4. Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica es una técnica que permite determinar de forma directa la
localizacion en las células de las proteinas. Para ello, se usan anticuerpos
conjugados con fluorocromos. Como ya se ha comentado anteriormente, los
fluorocromos son moléculas que al ser excitadas con una energia de una
determinada longitud de onda, son capaces de emitir energia de otra longitud de
onda mayor. La localizacidn se realiza a través de un microscopio de fluorescencia o
confocal, capaz de recoger especificamente la luz emitida por el anticuerpo
conjugado con el fluorocromo. La detecciéon de las proteinas se llevé a cabo
mediante inmunofluorescencia indirecta. Este método requirié del uso de dos
anticuerpos de forma consecutiva, un anticuerpo primario que se une a la proteina
objeto de estudio y un anticuerpo secundario unido a un fluorocromo, que detectd
de forma especifica el anticuerpo primario.

Los espermatozoides, previamente fijados en paraformaldehido al 2% (vol/vol), se
lavaron con PBS 1x y se resuspendieron en PBS 1x. Se extendieron en unos
cubreobjetos previamente tratados con poli-L-lisina y se dejaron secar. Se
permeabilizaron con Tritéon® X-100 al 1% en PBS 1x durante 10 minutos en
agitacion. Se retird el Triton® X-100 y se realizaron tres lavados de 5 minutos cada
uno con PBS 1x. Posteriormente, se bloquearon las muestras con SBF 10% (vol/vol)
en PBS 1x durante 30 minutos. A continuacidn, se incubaron durante toda la noche
a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 14) en PBS-SBF 5%. Se
elimind el anticuerpo primario de las muestras, se hicieron 3 lavados de 5 minutos
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con PBS 1x y éstas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG Alexa Fluor®
488 en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez transcurrido
este tiempo se hicieron otros tres lavados con PBS 1x durante 5 minutos, se afiadid
Hoechst 33258 (Invitrogen) a una concentracion de 5 pg/mL y de dejé incubando
durante dos minutos para que se intercalase en los nucleos, marcandolos.

Anticuerpo Hospedador Dilucién Casa comercial Referencia
Anti receptor de .
. . . Conejo 1:500 Abcam ab19134
angiotensina Il tipo 2
Anti receptor de renina Conejo 1:500 Santa Cruz Biotech. sc-67390
Anti- 1gG (H+L) de
conejo conjugado con Cabra 1:1000 Invitrogen A11008

Alexa Fluor® 488

Tabla 14. Tabla en la que se muestran las diluciones de los distintos anticuerpos usados para la

inmunocitoquimica.

El fluorocromo Alexa Fluor 488 posee una longitud de onda maxima de excitaciény
absorciéon de 495nm y 519nm respectivamente. Por lo que las muestras se
excitaron con un laser de argdén a 488nm y se recogidé luz entre 505-520nm. El
Hoechst 33258 es un marcador de DNA, permeable a la membrana celular, que
fluoresce en azul cuando se une al surco menor de la doble cadena de DNA. Posee
una longitud de onda maxima de excitacion y absorcidn de 352nm y 461nm
respectivamente, siendo idénea una combinacién con Alexa Fluor 488, ya que no se
produce solapamiento entre sus espectros de emision.

El montaje de las muestras se realizé6 con Fluoromont G (Southern Biotech). Las
preparaciones se observaron en un microscopio confocal (Microscopio confocal de
laser, Olympus Fluoview FV 500) que permite solapar imagenes de planos
consecutivos de los espermatozoides, permitiendo visualizar de una forma éptima
las zonas que emitian fluorescencia, que son las zonas donde habia presencia de
estos marcadores de interés. Las imagenes se procesaron con el software
informatico Fluoview v5.0. y el programa de analisis de imagenes Image J.
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Simultdneamente se realizaron controles negativos de los anticuerpos secundarios
siguiendo el mismo procedimiento experimental pero omitiendo la adicién de los
anticuerpos primarios. Por otra parte, la determinacion de la especificidad de los
anticuerpos primarios, no se creyd necesaria puesto que analisis previos de
citometria de flujo, con diluciones mas concentradas de los mismos anticuerpos,
demostraron que las uniones inespecificas que se producian eran minimas.
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Objetivo 2: Relacidn del AT2R, PRR, tACE y APN con los
parametros seminales

2.1. Citometria de flujo

2.1.1. Preparacion de las muestras
Las muestras se procesaron tal y como se describe el en apartado 1.3.1.
2.1.2. Citometria semi-cuantitativa

Mediante citometria de flujo semi-cuantitativa (explicado en el apartado 1.3.2.), se
determind el porcentaje de espermatozoides que presentaban el AT2R, el PRR, la
tACE y la APN. Posteriormente, los porcentajes de espermatozoides positivos para
cada elemento del RAS analizado en los espermatozoides, se relacionaron con las
variables del estudio descritas en el apartado 2.2.

2.1.3. Citometria cuantitativa

Tradicionalmente la citometria de flujo se ha utilizado para determinar la
presencia/ausencia de determinados antigenos en la superficie o en el interior de
las células de una manera cualitativa o semi-cuantitativa. Las técnicas de citometria
cuantitativa permiten conocer el nimero de antigenos por célula. Uno de estos
métodos se basa en el uso de unas esferas conjugadas con moléculas de ficoeritrina
(PE). Este método es el QuantiBRITE PE* (Becton Dickinson), que también permite
una estandarizacion cuantitativa en términos de anticuerpos unidos por célula
(ABC). Ademas, esta técnica permite la estandarizacidon de las medidas adquiridas
en distintos citdmetros y también las adquiridas en el mismo instrumento evitando
la variacion que se puede producir a lo largo del tiempo. Cada tubo de QuantiBRITE
PE* contiene un liofilizado con cuatro poblaciones diferentes de esferas. Cada una
de las poblaciones de esferas estd conjugada con un numero pre-establecido y
conocido de moléculas de ficoeritrina (PE). De forma que usando un anticuerpo
monoclonal unido a PE con un ratio anticuerpo-molécula de PE conocida, en
nuestro caso (1:1), se puede estimar, de forma directa, el nUmero de antigenos por
célula (Figura 14). Debido a la necesidad de utilizar anticuerpos monoclonales en
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dicha técnica, soélo se puso realizar la cuantificacién proteica de la tACE y la APN
mediante citometria cuantitativa.

Las muestras se dividieron en fracciones alicuotas que se centrifugaron a 3.500¢g
durante 6 minutos, con el objetivo de eliminar el medio de fijacion en el que
permanecian los espermatozoides, y se lavaron con PBS 1x. A continuacién se
afiadieron diluciones de los anticuerpos monoclonales primarios especificos, asi
como un isotipo control usado como control negativo. Las muestras se incubaron
durante toda la noche a 42C. Al dia siguiente, se elimind la diluciéon de anticuerpo
primario mediante una centrifugacion a 3.500g durante 6 minutos, se lavaron las
muestras con PBS 1x y se tifieron los nicleos con Hoechst 33258 (Invitrogen) a una
concentracidén de 5 pg/mL, durante un par de minutos. Pasado este tiempo, las
muestras se resuspendieron en PBS 1x. Antes del analisis las muestras en el
citdmetro de flujo, se realizé una recta patrdn utilizando el Kit QuantiBRITE PE*
siguiendo las instrucciones del fabricante, como se detalla mas adelante.

Los datos de fluorescencia se obtuvieron del analisis de, al menos, 10.000 eventos
obtenidos en el citdémetro de flujo (Gallios, Becton Dickinson). La fluorescencia azul
emitida por el Hoechst 33258 vy la fluorescencia roja emitida por las moléculas de
ficoeritrina, a las que estaban unidos los anticuerpos, se recogieron por los
sensores FL9 y FL2 respectivamente. Se realizé una primera seleccion de los
eventos detectados con un tamafio y complejidad correspondientes a la poblacion
de espermatozoides, eliminando de esta forma en los siguientes graficos a las
células no espermaticas. Con el fin de eliminar la autofluorescencia emitida por los
espermatozoides, se elimind el ruido de fondo (sefial de fluorescencia) de los
eventos positivos al Hoechst 33258 tomando como referencia los controles de cada
muestra. Los graficos de fluorescencia se analizaron mediante el software Summit
v4.3.

La cuantificacidon proteica se realizd mediante la determinacién del ABC de las
muestras de espermatozoides y su posterior extrapolaciéon a una recta patrén con
las medias de intensidad de fluorescencia de las cuatro poblaciones de esferas.
Para la realizacién de la recta patrdén, se selecciond el conjunto de las poblaciones
de esferas (Figura 14A) en la grafica que mostraba el tamano y la complejidad.
Posteriormente, se analizaron las poblaciones de esferas en un histograma que
mostraba la intensidad de fluorescencia roja recogida por el sensor FL2 (Figura
14B). Se anot6 la media de fluorescencia de cada poblacién y se calcularon los
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logaritmos en base 10 de los valores lote-especificos de las moléculas de PE de
cada poblacidn y de los valores de las medias de fluorescencia de las poblaciones
de células. Estos valores se representaron en una grdfica de regresion lineal y se
determind la ecuacién de la recta (Figura 14C). Para la determinacién del valor ABC
de cada muestra, se sustituyd la media de fluorescencia recogida por el sensor FL2
y se calculd el antilogaritmo del valor obtenido tanto de las esferas patrén, como
de las muestras espermaticas.
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Figura 14. A) Diagrama de dispersion del conjunto de las poblaciones de esferas en funcién de su
tamafio y complejidad. B) Histogramas de las intensidades de fluorescencia de las distintas
poblaciones de esferas. C) recta obtenida de los logaritmos de las intensidades de fluorescencia de
las poblaciones de esferas en funcién del nimero de moléculas de ficoeritrina que tienen unidas.

De forma simultanea, se determind para cada muestra espermatica el porcentaje
de espermatozoides positivos para cada una de las enzimas del RAS analizadas.

Finalmente, se relaciondé el valor de ABC y el porcentaje de espermatozoides
positivos obtenidos de cada muestra, con cada una de las variables descritas en el
apartado 2.3.
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2.2. Variables de estudio

Se realizaron dos tipos de aproximaciones estadisticas: 1) andlisis de correlaciones,
y 2) busqueda de diferencias entre los distintos grupos de muestras.

En el primer tipo de analisis se correlaciond el porcentaje de espermatozoides
positivos para cada elemento del RAS analizado y los valores medios de moléculas
de enzima por espermatozoide con:

= Volumen de las muestras de semen en fresco y tras ser procesadas: se
analizé el volumen seminal de las muestras en fresco y tras ser procesadas.

m Concentracion de las muestras de semen en fresco y tras ser procesadas:
se analizo la concentracién espermatica de las muestras en fresco y tras ser
procesadas.

= Movilidad espermatica de las muestras de semen en fresco y tras ser
procesadas: se analizaron los porcentajes de los distintos tipos de
movilidad de las muestras en fresco y tras ser procesadas.

En el segundo tipo de andlisis se compararon diferentes grupos de muestras para la
busqueda de diferencias el porcentaje de espermatozoides positivos para cada
elemento del RAS analizado y los valores medios de moléculas de enzima por
espermatozoide con:

m Etiologias de las muestras seminales: se compararon los valores obtenidos
en cada una de las etiologias seminales en las que se habian clasificado las
muestras de  eyaculado: normozoospermia,  astenozoospermia,
teratozoospermia y oligozoospermia (OMS, 2010).
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Objetivo 3: Relacion del AT2R, PRR, tACE y APN con los
parametros embrionarios

3.1. Donacion de oocitos

La donacion de oocitos, al igual que otras donaciones (sangre, médula dsea, semen,
etc.) es un acto voluntario, solidario y altruista que permite ayudar, a parejas o a
otras mujeres, a cumplir sus deseos genésicos. Es completamente andnima, ya que
la ley espafiola prohibe expresamente revelar ninguno de estos datos (Ley 14/2006,
2006). De forma que ni las donantes pueden conocer a los niflos nacidos mediante
estas técnicas, ni éstos pueden conocer la identidad de las donantes.

3.1.1. Seleccion de las donantes

Las donantes deben cumplir una serie de caracteristicas. Deben tener una edad
comprendida entre los 18-34 afos; gozar de un buen estado psicofisico y carecer
de antecedentes personales o familiares de enfermedades hereditarias (cariotipo
normal), esquizofrenia, depresion, epilepsia, alcoholismo, etc. Ademas, no deben
presentar ninguna enfermedad de transmisiéon sexual, lo que se comprueba
mediante la obtencién de serologias negativas, previas a la estimulacidn, para
distintas enfermedades por ejemplo sifilis, toxoplasma, rubéola, gonorrea,
Chlamydia, hepatitis B, hepatitis Cy VIH.

Todas las donantes pertenecientes a este estudio mostraban ciclos menstruales de
23-24 dias de duracién, un indice de masa corporal (IMC) entre 18-28 Kg/m2,
ausencia de tratamiento endocrino (incluyendo la administracion de
gonadotropinas y/o alglin tipo de anticonceptivo oral en los 3 meses previos al
estudio), Utero y ovarios ecograficamente normales y un recuento de foliculos
antrales de al menos 6 foliculos por ovario el primer dia de la estimulacién con
gonadotropinas después de la desensibilizacidon hipofisaria con el analogo de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH).

Las donantes de oocitos debian firmar un consentimiento informado que se les
entregaba en el centro y en el que figuraban los fines y consecuencias del acto, asi
como los procedimientos y/o estudios a los que iba a ser sometida.
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En lo que concernia a la asignacion de una donante a una receptora, siempre se
tendia a conseguir la maxima similitud fenotipica e inmunoldgica (grupo sanguineo
y Rh) con la pareja receptora y su entorno familiar.

3.1.2. Estimulacion ovarica de las donantes

Las donantes se sometieron a una estimulacidn ovarica controlada para provocar el
desarrollo del mayor nimero de foliculos posibles de forma que se obtuviese un
numero de oocitos adecuados para las técnicas de FIV o ICSI.

Se utilizaron dos protocolos con agonistas de la GnRH, aplicandose uno u otro en
funcién de las caracteristicas de cada receptora:

B El protocolo de estimulacion largo constd de una primera parte en la que se
provocd una supresién hipofisaria con agonistas de la GnRH en protocolo largo
(la administracién comenzaba el dia 21 del ciclo anterior). Y una segunda parte
en la que se administré FSH recombinante (FSHr) en unas dosis ajustadas a la
respuesta folicular, con el objetivo de obtener una respuesta por parte de los
ovarios y provocar el reclutamiento y desarrollo de los foliculos. En los casos
en los que fue necesario, se suplementd la estimulacién con hormona
luteinizante recombinante (LHr) y/o hMG (LH+FSH).

B El protocolo de estimulacion corto consistid en la administracion de un
andlogo de la GnRH durante los primeros dias del ciclo menstrual, asi como
FSHr, ajustando las dosis a la respuesta folicular. En los casos en los que fue
necesario, se suplemento la estimulacién con LHr y/o hMG.

En ambos casos el seguimiento del crecimiento folicular se realizd mediante
controles ecograficos periddicos, asi como con la determinacion del estradiol
sérico, para optimizar las dosis hormonales y evitar el sindrome de
hiperestimulacion ovarica (SHO). Cuando ecograficamente se observaron foliculos
con un didmetro de 17-18 mm, se indujo la ovulacidn mediante la administracion
subcutanea de gonadotrofina coridnica humana recombinante (hCGr). La puncidn
ovarica se programo 36 horas después de la inducciéon de la ovulacidn.
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3.1.3. Preparacion endometrial de las receptoras

El objetivo del tratamiento sustitutivo en las receptoras de oocitos es preparar el
endometrio para recibir al embrién, permitir la implantacién, y mantener los
estadios iniciales de la gestacién, hasta que la placenta asuma su propia autonomia
hacia los 50-60 dias de gestacidn. Para ello, se les administraron estrégenos
(estradiol), con el objetivo de conseguir la proliferacién endometrial. Esta fue
monitorizada con mediciones rutinarias del grosor del endometrio.
Posteriormente, desde el dia de la captacién de los oocitos (dia de la puncién), se
comenzé con la administraciéon de gestagenos (progesterona), para producir la
transformacién secretora del endometrio. Los gestagenos se mantuvieron hasta el
dia de la determinacidn sérica de hCG, y durante los tres meses posteriores cuando
la prueba de embarazo resulté positiva.

3.2. Puncidn ovarica y recuperacion de los oocitos

Entre las 34-36 horas posteriores, se llevd a cabo la extraccion de los oocitos de los
foliculos desarrollados. Esta extraccién se realizd bajo sedacion de la paciente,
mediante aspiracién folicular guiada por ecografia transvaginal.

Tras el lavado vaginal con suero fisioldgico, se puncionaron los foliculos uno a uno
aspirando el liquido folicular y depositdandolo en tubos estériles precalentados a
37°C. Estos tubos se llevaban inmediatamente al laboratorio de fecundacién in vitro
(FIV), donde se recuperaban los complejos climulo-corona-oocito del liquido
folicular. Posteriormente, se eliminaba con la ayuda de dos jeringas la mayor parte
de las células de la granulosa que rodeaban a los oocitos (decumulaciéon) y se
guardaron en el incubador a 37°Cy 5 % de CO,, durante aproximadamente 4 horas,
hasta su uso.

Los oocitos que se encontraban vitrificados, se sometieron a un proceso de
desvitrificaciéon 2 horas antes de ser microinyectados. Estos oocitos sélo son
fecundados mediante inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), ya
que tras el proceso de criopreservacion, se inducen alteraciones en la estructura
oocitaria que dificulta o imposibilita la penetracion espermatica a través de las
cubiertas oocitarias, haciéndose por tanto necesaria su microinyeccion.
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3.3. Técnicas de fecundacion in vitro

La fecundacién in vitro de los oocitos se puede realizar mediante dos técnicas, la
fecundacién in vitro (FIV) y la inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI). La FIV consiste en la coincubacidn de un oocito con un pool de
espermatozoides, mientras que la ICSI consiste en la microinyeccién de un unico
espermatozoide dentro del oocito (Figura 15).

Figura 15. Imagenes de las técnicas de fecundacion in vitro. A) fecundacién in vitro y B) inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides.

3.3.1. Fecundacion in vitro (FIV)

La FIV, como ya se ha explicado, consiste en coincubar los oocitos con un volumen
de muestra de espermatozoides procesados (considerados como espermatozoides
capacitados). De forma que uno de los espermatozoides de la muestra fecunda al
oocito. Esta técnica se realizé usando oocitos a los que no se les habia eliminado el
complejo cumulo odforo-oocito, o lo que es lo mismo, que no habian sido
decumulados. Esto imposibilité la observacién de su estadio de maduracién, de
forma que hasta el dia siguiente a su fecundacién no se pudo evaluar si los oocitos
habian alcanzado la madurez.

El procedimiento de FIV se llevd a cabo incubando los oocitos en microgotas
individuales, que contenian una dilucion de espermatozoides ajustada a una
concentracién, siendo esta concentracion en torno a 60.000 espermatozoides por
mililitro (Figura 15A). Una vez depositados los oocitos en las gotas con el medio, se
incubaron en oscuridad a 37°C y 5% CO,, hasta el momento de valorar la
fecundacién.
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3.3.2. Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)
3.3.2.1. Preparacion de los oocitos para la ICSI

A las 2 horas de haber obtenido los oocitos, se procedié a su decumulacién, con el
objetivo de valorar su estado de maduracién y permitir una microinyeccién mas
precisa. La decumulacién se realiz6 mediante métodos enzimaticos y mecanicos. El
método enzimatico consistid en la inmersidn de los oocitos en una solucién 1:1 con
hialuronidasa durante 20-30 segundos. Los métodos mecdnicos consistieron en
hacer pasar a los oocitos a través de pipetas de didmetros decrecientes. Tras la
eliminacion de todas las células que rodeaban a los oocitos, se observé el estadio
madurativo en el que se encontraban, siendo Unicamente seleccionados los oocitos
en metafase Il (Mll), descartandose los inmaduros (atrésico, vesicula germinal y
metafase I). Una vez decumulados se volvieron a guardar en el incubador a 37°Cy 5
% de CO,, durante aproximadamente 2 horas mas.

3.3.2.2. Metodologia de la ICSI

Para el proceso de microinyeccién, se empled un microscopio invertido con pletina
calefactada y un equipo de micromanipulacién. Se usaron dos tipos de pipetas, una
pipeta de sujecion o holding, con la que se mantuvo fijado al oocito, y una pipeta
de microinyeccidn con la que se aislaron y microinyectaron los espermatozoides en
el oocito (Figura 15B). La sujecidon de los oocitos y la microinyeccién de los
espermatozoides se realizaron teniendo en cuenta la posicion del corpusculo polar
para evitar posibles alteraciones del huso meidtico. Una vez microinyectados los
oocitos, se traspasaron a una placa de incubacion, y se depositaron cada uno en
una gota con medio de cultivo de embriones. Estas placas se mantuvieron en un
incubador a 37°Cy 5% CO,, hasta el momento de la valoraciéon de la fecundacién.

3.4. Andlisis de la fecundacion y evaluacion embrionaria

3.4.1. Evaluacion de la fecundacion

La evaluacion de la fecundacion de los oocitos se llevd a cabo entre las 16 y las 22
horas tras la inseminacidn-microinyeccién, mediante su observacion en un
microscopio invertido con el objetivo de 40x. Se consideraron como fecundados,
Unicamente los embriones que presentaban 2 corpusculos polares (CP) y 2
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pronucleos (PN) (Figura 16). La valoracién de los pronucleos se considera como uno
de los puntos mas importantes, ya que es la prueba que indica que el cigoto es
diploide (2n), fruto de la unién de los genomas parentales. Cualquier alteracion en
el numero de CP o PN fue considerada como una anomalia en el proceso de
fecundacién. La no observacion de dos CP y dos PN sugiere un fallo de fecundacion.
Teniendo en cuenta el nimero de oocitos microinyectados o fecundados y el
nuimero de zigotos obtenidos se calcularon las tasas de fecundacion.

Figura 16. Imagen de un oocito correctamente fecundado, en el que se pueden observar en posicion
central dos pronucleos (PN) con los precursores nucleolares y dos corpusculos polares (CP) en el

espacio perivitelino.

3.4.2. Evaluacion de la calidad embrionaria de embriones tempranos

La calidad embrionaria se evalud segun la morfologia embrionaria en dia 2 (D+2:
44-47 horas post-inseminacién) y en dia 3 (D+3: 67-71 horas post-inseminacién),
teniendo en cuenta los criterios marcados en la 22 edicidn de los criterios de la
Asociacidn Espaiiola para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR)
(ASEBIR, 2008). Esta clasificacion morfocinética establece cuatro categorias
embrionarias en funcién del potencial de implantatorio esperado, A, B, Cy D. La
asignacién de un embrién a una categoria depende de la combinacién de las
valoraciones de distintos parametros morfocinéticos (ASEBIR, 2008) (ANEXO I).

Debido a que los parametros de niumero, porcentaje de fragmentacion y simetria
de los blastdmeros son considerados como los mas relevantes a la hora de asignar
la calidad, también fueron analizados de forma individual en este estudio.
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3.4.2.1. Numero de células

Este pardmetro consiste en contabilizar el numero de células o blastémeros que
componen el embrién. Siendo tanto el nimero de células en D+2, como el ritmo de
divisién de D+2 a D+3, uno de los pardmetros mas importantes en la asignacién de
la calidad embrionaria.

En cuanto al nimero de células, los embriones compuestos por 4 células en D+2
son los que presentan una maxima capacidad de implantacidn. Mientras que en
D+3 de desarrollo, los embriones compuestos por 7-8 células son los que presentan
la mayor capacidad de implantaciéon (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015). Teniendo en
cuenta esto, se quiso comparar los distintos componentes del RAS estudiados en
los espermatozoides, en relacion al nimero de células por las que estaban
formados los embriones tempranos (D+2 y D+3). Para ello se realizaron distintas
agrupaciones segun el numero de blastémeros observados en cada uno de los
embriones. Asi, en D+2 estas agrupaciones contenian los embriones formados por:
1) < de 4 células; 2) 4 células y 3) > 4 células. Mientras que en D+3 estas distintas
agrupaciones contenian los embriones formados por: 1) < de 7 células; 2) 7 6 8
célulasy 3) > 8 células.

3.4.2.2. Porcentaje de fragmentacion celular

La presencia de fragmentacién celular es comun en los embriones humanos y no
siempre se correlaciona con una baja tasa de implantacién. Este pardmetro se
evalia como porcentaje de espacio embrionario ocupado por fragmentos celulares
resultantes de la division celular.

3.4.2.3. lgualdad en el tamaiio o simetria de los blastomeros

La simetria o igualdad del tamafio de los blastomeros se evalia mediante la
observacién y comparacion del volumen de todas las células del embrién. Los
embriones se agrupan en cuatro categorias segun la simetria que presentaban sus
blastémeros (Tabla 15).
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Categoria de clasificacion de la simetria embrionaria

Simetria Descripcion

embriones cuyos blastomeros tenian un tamafio similar cuando

1 presentaban un nimero par de células y una relativa asimetria cuando
estaban compuestos por un nimero impar de células

2 embriones cuyos blastdmeros tenian ligera asimetria
3 embriones cuyos blastdmeros tenian bastante asimetria (diferencias
hasta del 20% del volumen)
embriones en los que existia un blastémero dominante que ocupaba
4 una tercera parte o mas del volumen del embriéon é una diferencia

mayor del 25% entre el blastdmero mas grande y el mas pequefio

Tabla 15. Categorias de clasificacion de la simetria embrionaria segin los criterios de ASEBIR
(ASEBIR, 2008).

3.4.3. Evaluacion de los blastocistos

ASEBIR también establece un sistema de gradacién de los blastocistos, o embriones
en fases avanzadas del cultivo in vitro, en funcién del potencial implantatorio
esperado. Aunque, debido a la complejidad del sistema de valoracién de los
blastocistos, en la realizacién de este trabajo, sdlo se tuvieron en cuenta los
diferentes estadios de desarrollo en los que se encontraban los embriones en los
dias 5y 6 de desarrollo (Tabla 16). Ademas, también se consideraron los embriones
no viables, bien porque cuyo desarrollo se habia bloqueado o porque habian
degenerado, y los embriones con un desarrollo mas lento que estaban en fase de
mdrula compacta.

La evaluaciéon de los blastocistos seglin su evolucién se realiza mediante la
observacion de distintas caracteristicas morfologias, las cuales estan detalladas en
la tabla 16.
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Estadios de evolucion de los blastocistos

Simetria Descripcion

Blastocisto temprano  comienza a formarse la cavidad (blastocele) en el interior
(BT) del embrién y empieza la diferenciacion celular

Blastocisto en
expansién o el blastocele ocupa mas del 50% del volumen del embrién
cavitado (BC)

. . el embrion se expande, aumentando su volumen y
Blastocisto expandido

(BE) disminuyendo el grosor de la zona peltcida. Se observa el

blastocele, rodeado por el trofoectodermo, y la MCI.

Blastocisto en
eclosion o en fase de el blastocisto comienza a salir de la zona pelucida
hutching (BHi)

Tabla 16. Categorias de clasificacién de la simetria embrionaria segln los criterios de ASEBIR
(ASEBIR, 2008).

3.5. Variables de estudio

Se realizaron dos tipos de aproximaciones estadisticas: 1) analisis de correlaciones,
y 2) comparacién de diferentes grupos de muestras para determinar si existian
diferencias entre ellos.

En el primer tipo de andlisis se correlaciond el porcentaje de espermatozoides
positivos para cada elemento del RAS analizado y los valores medios de moléculas
de enzima por espermatozoide con:

m Tasa de fecundacidon: se correlaciond con el numero de oocitos
correctamente fecundados en relacion a todos los oocitos maduros de cada
cohorte embrionaria usados en las distintas TRA.

m  Numero de células de los embriones en D+2 y D+3: se correlacioné el
nimero medio de células de observadas en cada cohorte embrionaria en
los dias 2 y 3 de desarrollo

= Porcentaje de fragmentacion de los embriones en D+2 y D+3: se
correlaciond con el porcentaje medio de fragmentacién observado en cada
cohorte embrionaria en los dias 2 y 3 de desarrollo.
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Simetria de los embriones en D+2 y D+3: se correlacioné con la media de la
simetria observada en cada cohorte embrionaria en los dias 2 y 3 de
desarrollo.

En el segundo tipo de analisis se basaba en la busqueda de diferencias entre los
distintos grupos de muestras y el porcentaje de espermatozoides positivos para

cada elemento del RAS analizado y los valores medios de moléculas de enzima por

espermatozoide con:
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Calidad embrionaria en D+2 y D+3: se compararon las categorias de
calidad embrionaria en las que se han clasificado los embriones en los dias
2 y 3 de desarrollo.

Numero de células de los embriones en D+2 y D+3: se compararon las
distintas agrupaciones segin el nimero de blastémeros observadas en los
embriones en los dias 2 y 3 de desarrollo.

Estadio de desarrollo de los blastocistos en D+5 y D+6: se compararon los
blastocistos segln su estadio de evolucién, en los dias 5 y 6 de desarrollo.

Viabilidad de los blastocistos en D+5 y D+6: se compararon Unicamente los
embriones en estadio de blastocisto en los dias 5 y 6, segln si habian sido
considerados como viables (transferidos y criopreservados) o no viables
(NV).

Destino final del embrién: se compararon los embriones que habian sido
transferidos, criopreservados y/o descartados (NV).
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Objetivo 4: Relacion del AT2R, PRR, tACE y APN con los
resultados de las TRA

4.1. Transferencia embrionaria

Las transferencias embrionarias se llevaron a cabo, cuando los embriones estaban
en estadios tempranos de su desarrollo (D+3), o cuando estos habian alcanzado el
estadio de blastocisto (D+5 6 D+6). La eleccién de transferir en uno u otro
momento dependid de: la indicacién médica (edad de la paciente, de su historia
clinica, etc.), el nimero de embriones obtenidos y de la calidad de la cohorte
embrionaria. En el caso de existir embriones sobrantes, éstos fueron
criopreservados (Ley 14/2006, 2006).

La transferencia se llevd a cabo en quirdéfano bajo unas rigurosas condiciones de
asepsia. Los embriones se depositaron via transvaginal, bajo control ecografico, en
el tercio superior de la cavidad endometrial. Posteriormente, en el laboratorio, se
comprobd que la transferencia se habia producido correctamente y que el
embridon/es no habia/n quedado retenido/s en la canula de transferencia.

4.2. Valoracion de la gestacion

La valoracion inicial de la gestacion se realiza mediante la determinacién sérica de
la B-hCG, a los 12 dias de la transferencia embrionaria. Posteriormente, cuando las
pruebas de determinacion de B-hCG habian resultado positivas, se realizaron
ecografias transvaginales, en la sexta o séptima semana de gestacidn, para la
confirmacién de la gestacién mediante la observaciéon de saco gestacional con
latido cardiaco.

4.3. Variables de estudio

Para el estudio de este objetivo, Unicamente se realizaron andlisis para determinar
si existian diferencias entre los distintos grupos de muestras. En estos analisis
también se compard el porcentaje de espermatozoides positivos para cada
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elemento del RAS analizado y los valores medios de moléculas de enzima por

espermatozoide con:
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Transferencia: se compararon los casos en los que habia habido
transferencia embrionaria, y en los que no.

Transferencia dia 3 vs dias 5 y 6: se compararon los embriones trasferidos
en D+ 3y en D+5-D+6.

Embarazo bioquimico: se compararon los casos en los que tras la
transferencia embrionaria los de resultados de pruebas de determinacién
sérica de B-hCG habia resultado positivas (gestacion bioquimica positiva) y
las que habian sido negativas (no gestacién).

Implantacion: se compararon los casos en los que tras la transferencia de
embrionaria se observd o no, la presencia de saco gestacional mediante
ecografia. Para el andlisis de esta variable Unicamente se consideraron los
casos en los se transfirié un Unico embridn.

Gestacion clinica: se compararon los casos en los que tras la transferencia
embrionaria se observé saco gestacional con latido cardiaco (gestacion
clinica positiva) y las que no (no gestacién).
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5. Analisis estadistico de los datos

El primer paso fue la realizacidn de un analisis estadistico descriptivo de los datos
(media, error estandar, mediana, valor minimo y valor maximo) para ver el
comportamiento general de los mismos. Ademads, estos andlisis iniciales,
proporcionaban informacién como una primera aproximacién para iniciar el andlisis
de los datos. El segundo paso fue la determinacién del tipo de distribucidon que
seguian los mismos. Esto se realiz6 mediante el test de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov (cuando el tamafio muestral era superior a 50) o de Shapiro-Wilk (cuando
el tamano muestral fue menor de 50).

Analizada la distribucion de los datos, y viendo que no seguia una distribucién
normal, se realizaron pruebas no paramétricas. Por lo que los test estadisticos
empleados para determinar la relacion de las variables de estudio con los
pardmetros analizados fuero, los test de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney.
Asimismo, para el analisis de las correlaciones bivariadas se utilizé el analisis de
correlacién de Spearman. Se consideré que habia diferencias estadisticamente
significativas cuando se obtenian valores de p inferiores a 0,05, y altamente
significativas valores de p inferiores a 0,01.

Para estudiar el valor predictivo del porcentaje de espermatozoides positivos para
los receptores o enzimas a estudio, con respecto a la etiologia del paciente en base
a la muestra seminal analizada se emplearon curvas ROC (receiver operating
characteristic). El analisis de la curva ROC proporciona una serie de valores, como el
valor del area bajo la curva (AUC), que esta comprendido entre 0,5 y 1 y que puede
ser interpretado como una medida de la habilidad de clasificacion global del
modelo, y los valores de sensibilidad y especificidad. Cuando se determina el poder
predictivo de un test clinico, un valor de AUC >0,8 se considera aceptable.

El analisis estadistico de los datos se realizé mediante el programa Microsoft Excel
y el paquete estadistico IBM SPSS Statistics v.22.
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Resultados

1. Expresion y localizacion del AT2R y del PRR en
espermatozoides humanos

1.1. Caracteristicas de las muestras seminales

Para determinar la presencia y localizacién de los componentes del RAS, el AT2R y
el PRR, se usaron 23 muestras de pacientes normozoospérmicos. El rango de edad
de los pacientes iba de 33 a 49 afios, siendo la media de 40,83+0,88 afos. Las
medias de los parametros seminales del conjunto de las muestras de eyaculado
fueron las siguientes (media + ES): volumen, 2,840,22 mL; concentracién
espermatica, 75,1348,26x10° espermatozoides/mL; porcentaje de espermatozoides
con movilidad progresiva, 51,04+4,24%; porcentaje de espermatozoides inmdviles,
41,30+3,80%. Después del procesamiento de las muestras (mediante swim-up o
gradientes de densidad), las caracteristicas fueron las siguientes: volumen,
0,77+0,04 mL; concentracidon espermatica, 17,87+2,44x10° espermatozoides/mL;
porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva, 93,70+1,28%; porcentaje
de espermatozoides inmdviles, 5,91+1,25%.

1.2. Expresion génica del AT2R y del PRR

Los mRNA de los genes que codifican para el AT2R y el PRR fueron detectados
mediante RT-PCR (Figura 17). Se observo la presencia de los trascritos que codifican
para las proteinas del AT2R y del PRR, tanto en espermatozoides humanos (Spz)
como en el control positivo en el que se uso RNA extraido de células renales
humanas (Kd). Los fragmentos esperados obtenidos fueron de: 177 pb el del AT2R y
151 pb el del PRR (ATP6AP2). Para comprobar la ausencia de DNA gendmico, se
anadieron los primers omitiendo el cDNA en la gRT-PCR, que se uso como control
negativo. Finalmente, como control interno, se determind la expresion de la B-
actina (ACTB) en las diferentes muestras analizadas (Figura 17C), observandose una
banda esperada de 178 pb.
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MP Kd Spz Primers

AT2R 177 pb

PRR 151 pb

ACTB 178 pb

Figura 17. Expresion del mRNA del AT2R y PRR en espermatozoides humanos. Amplificaciones de los
productos esperados de: AT2R, PRR y ACTB, obtenidos mediante RT-PCR. MP: marcadores de peso
molecular; Spz: espermatozoides; Kd: células renales humanas; Primers: control negativo. n=3.

1.3. Expresion proteica del AT2R y del PRR

1.3.1. Determinacion de la presencia del AT2R y del PRR mediante
western blot

La presencia del AT2R y del PRR se detecté mediante inmunoblotting (Figura 18). La
existencia del AT2R se comprobd tras la observacion de dos bandas de 53 y 56 KDa
en las muestras de espermatozoides, usando para ello anticuerpos policlonales
especificos Anti-receptor de Ang Il tipo 2 (Abcam, ab78747), mientras que en el
control positivo de tejido renal se observé una unica banda de 50 KDa. Estos datos
fueron corroborados usando otro anticuerpo policlonal especifico (Abcam, ab
19134) (datos no mostrados). De igual manera, la presencia del PRR se determiné
mediante la observacidon de una banda de 56 KDa en las muestras espermaticas,
mientras que en el control positivo se observaron dos bandas de 50 y 70 kDa,
usando el anticuerpo policlonal especifico Anti-receptor de renina (H-85) (Santa
Cruz Biotech., cs-67390). No se observé inmunoreactividad alguna en ausencia de
anticuerpo primario. Como control negativo las membranas se incubaron con
anticuerpo secundario omitiendo el anticuerpo primario especifico de cada
proteina (datos no mostrados).
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MP  Spz Kd MP Spz Kd
100 KDa 100 KDa
75 KDa 75 KDa
| —8— 3
50 KDa -_— e 50 KDa - -
37KDa 37KDa

Figura 18. Western blot de los AT2R y PRR de espermatozoides humanos. A) AT2R, B) PRR. MP:
marcadores de peso molecular; Spz: espermatozoides; Kd: tejido renal humano. Blots representativos
de pacientes normozoospérmicos. n=3.

1.3.2. Determinacion del porcentaje de espermatozoides que expresan el
AT2R y el PRR mediante citometria de flujo

Adicionalmente se determind tanto la presencia del AT2R y del PRR, como el
porcentaje de espermatozoides que expresan estos dos receptores, mediante
citometria de flujo. Se establecio la presencia de una media de un 79,44+1,43% de
espermatozoides positivos para el AT2R (figura 19A), y de un 68,99+1,75% de
positivos para el PRR (Figura 19B).

La especificidad de los anticuerpos se determind mediante el analisis de: 1) una
muestra a la que no se le habia afiadido los anticuerpos primario y secundario
(blanco); 2) la adicién de inmunoglobulinas inespecificas en concentraciones
idénticas a las empleadas con los anticuerpos primarios (control de anticuerpo
primario); y 3) omitiendo el anticuerpo primario antes de la adicidn del anticuerpo
secundario (control del anticuerpo secundario) (Figura 19). Estos tres controles
mostraron patrones de intensidad de fluorescencia similares, demostrando que la
fluorescencia medida en la muestras se debia exclusivamente a la emitida por el
anticuerpo especifico de unidn a los receptores AT2R y PRR.
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Figura 19. Histogramas donde se muestran la intensidad de fluorescencia de una muestra seminal
medida por citometria flujo para la determinacién del porcentaje de espermatozoides positivos para
el (A) AT2R y (B) PRR. En morado se muestra la fluoresecencia de los espermatozides usados como
blanco, en azul claro se muestra la fluorescencia de los espermatozides tratados como control
primario , en azul oscuro se muestra la fluorescencia del control secundario, en rojo se muestra la
fluorescencia de los espermatozoides positivos para el AT2R y en verde se muestra la fluorescencia de
los espermatozoides positivos para el PRR. Imagenes representativas n=2.

1.3.3. Determinacion de la localizacion del AT2R y del PRR mediante
inmunocitoquimica

La localizacién de los distintos receptores del RAS, AT2R y PRR se detectd mediante
inmunocitoquimica (Figura 20).

Se detectd inmunoreactividad para el AT2R, que se localizaba en la region
ecuatorial/postacrosomal de la cabeza de los espermatozoides. Este marcaje se
observo en el 80% de los espermatozoides analizados (Figura 20A). Por otro lado, la
localizaciéon del PRR en los espermatozoides humanos se concentra en la parte
frontal de la cabeza espermatica, sobre la regién acrosémica y en la parte posterior
de la cabeza, observandose un intenso inmunomarcaje en aproximadamente el
70% de los espermatozoides analizados. Ademds, se observé un marcaje mas leve a
lo largo de la cola de los espermatozoides (Figura 20B). Los porcentajes de
espermatozoides que presentan inmunoreactividad para cada receptor coinciden
con lo anteriormente observado mediante citometria de flujo. En los controles
negativos, al omitir el anticuerpo primario especifico, no se observaron en las
muestras uniones inespecificas.
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Figura 20. Inmunocitoquimica de los distintos receptores del RAS estudiados: A) AT2R, B) PRR, C)
control secundario, y D) imagen de contraste de fases. n= 4. La barra de escala representa 1 um.

1.4. Resumen de los resultados del primer objetivo

Los distintos experimentos muestran como tanto el AT2R como el PRR se
encuentran en los espermatozoides humanos tanto a nivel génico como proteico.

El AT2R se encuentra en aproximadamente el 80% de los espermatozoides
presentes en una muestra seminal, localizdndose principalmente en la regién
ecuatorial/postacrosomal de la cabeza espermatica. Mientras que el PRR estd
presente en el 70% de los espermatozoides analizados, localizdndose
preferentemente en la parte frontal de la cabeza espermatica sobre la regién
acrosomica y en la parte posterior de la cabeza, y en menor medida a lo largo de la
cola.
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2. Relacion del AT2R, el PRR, la tACE y la APN con los
parametros seminales

En este objetivo, se relaciond la expresion de los distintos componentes del RAS
analizados (AT2R, PRR, APN y tACE) con los pardmetros basicos determinados en un
analisis seminal (volumen, concentracién y movilidad), con el fin de entender mejor
el papel que juegan estos componentes en los espermatozoides humanos. Para
analizar estas relaciones, se usaron 173 muestras seminales de varones que
acudieron a tratamientos de fecundacién in vitro y se relacionaron con el
porcentaje de espermatozoides positivos para cada uno de los componentes
analizados y con la media de moléculas de enzima por espermatozoide.
Concretamente se analizaron 97 muestras en el caso del AT2R y del PRR, y 81
muestras para la APN y la tACE.

Como primer paso, se realizé un analisis descriptivo de las caracteristicas de las
muestras seminales analizadas en relacidn a los receptores de RAS estudiados
(Tabla 17) como a las enzimas descritas anteriormente (Tabla18).

En la tabla 17 se puede ver como el AT2R estd presente en aproximadamente el
81,5% de los espermatozoides, mientras que el PRR esta presente en el 69% de los
espermatozoides analizados. En ambos casos, a pesar de que los valores de
porcentajes maximo y minimo muestran un amplio rango, el error estandar de la
media deja ver que estos valores no difieren mucho los unos de los otros.

Anadlisis descriptivo de los receptores del RAS analizados

AT2R PRR
n 97 97
Media 81,50 69,00
Error estandar 1,04 1,75
Mediana 84,16 72,23
Valor maximo 95,40 94,01
Valor minimo 48,71 18,29

Tabla 17. Anilisis descriptivo de los espermatozoides positivos para el AT2R y el PRR analizados en
las muestras seminales.
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En la tabla 18 se muestran los valores de los parametros descriptivos de las
enzimas del RAS analizadas en esta tesis. En el caso de la tACE, esta enzima esta
presente en aproximadamente el 25,25% de los espermatozoides, encontrandose
aproximadamente unas 1148 enzimas por espermatozoide, mientras que la APN
esta presente en el 88,1% de los espermatozoides analizados, detectdndose unas
4347 moléculas de APN por espermatozoide. En todos los casos, a pesar de que los
valores de porcentajes maximo y minimo muestran un amplio rango, el error
estandar de la media deja ver que estos valores no difieren mucho los unos de los
otros.

Anilisis descriptivo de las enzimas del RAS analizadas

tACE tACE/spz APN APN/spz
n 81 81 81 81
Media 25,25 1147,52 88,07 4346,74
Error estandar 1,73 91,31 0,87 309,14
Mediana 20,73 768,00 89,62 3963,00
Valor maximo 65,79 4102,00 98,88 10884,00
Valor minimo 6,09 9,21 44,32 226,00

Tabla 18. Analisis descriptivo de los espermatozoides positivos para los porcentajes de
espermatozoides positivos para la tACE y la APN y los valores medios de moléculas de tACE y APN por
espermatozoide de las muestras seminales.

Seguidamente se analizd el tipo de distribucién que seguian los datos de cada uno
de los conjuntos de muestras, mediante un test de Kolmogorov-Smirnov,
determinando que los distintos grupos de muestras no seguian una distribucién
normal (p<0,01).

2.1. Datos epidemioldgicos de los varones y caracteristicas de
las muestras seminales

Los valores medios del conjunto de las muestras analizadas, asi como los obtenidos
de cada uno de los conjuntos de cada elemento del RAS analizado se muestran en
la tabla 18. Se puede observar que tanto los datos epidemioldgicos de edad de los
varones, como los datos de laboratorio correspondientes a los parametros
seminales basicos analizados en un seminograma, muestran una alta
homogeneidad entre los grupos (Tabla 19).
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Variables epidemioldgicas de los varones y de laboratorio

Total AT2R PRR ACE APN
Rango de edad (afios) 26-52 26-51 32-52 32-52 32-52
Media de edad (afios) 40,04£0,35  40,1540,5 39,39:0,45  40,25:0,50  39,54#0,478
En fresco 2,9910,11 2,9610,14 2,9940,15 3,13+0,15 2,9710,17
Volumen (mL)
Procesadas 0,76+0,02 0,75£0,02 0,76:0,02 0,76£0,02 0,7710,02
- Enfresco 73,83£2,96  70,16£3,70  7531:4,05  76,91+4,29  78,31:4,63
Concentracion (x10° spz)
Procesadas  15,29£0,94  16,53+1,35  14,86:1,19  1583+136  13,55%1,17
Enfresco 58,97£1,19  62,03+1,38  54,42+175  53,94+192  54,46%193
Movilidad PM (%)
Procesadas  93,50£0,39  92,70:0,51  94,67:049  94,19:t058  94,58:0,57
Enfresco 6,12+0,47 5,170,37 7,67:0,76 7,890,88 8,0410,86
Movilidad NP (%)
Procesadas 0,85+0,09 1,87£0,12 0,78#0,11 0,63£0,10 0,79£0,12
Enfresco 34,80£1,04  33,27¢1,30 37,87:t149  38,12¢t163  37,51:1,67
Movilidad IM (%)
Procesadas 5,6410,38 6,4110,49 4,5410,49 5,17+0,58 4,62+0,56

Tabla 19. variables epidemioldgicas de

los varones y de laboratorio de las muestras seminales. Se muestra

los datos correspondientes a cada uno de los grupos de casos analizados en referencia a cada elemento del RAS estudiado.

la media + ES del total de los casos y de
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2.2. Analisis de caracteristicas seminales en relacion con el
AT2R, el PRR, la tACEy la APN

Se analizaron las asociaciones entre los componentes del RAS estudiados y los
parametros seminales basicos de las muestras de eyaculado (en fresco y tras su
procesamiento) que se recogen en las tablas 20, 21, 22 y 23.

2.2.1. Volumen

En referencia a la relacién entre el volumen de las muestras seminales y los
componentes del RAS analizados, se encontraron distintas asociaciones con el
AT2R, la tACE y la APN.

Se observé una correlaciéon positiva muy significativa (p<0,001), entre el porcentaje
de espermatozoides con AT2R y el volumen de las muestras procesadas (Tabla 21).

Por otra parte, la relacion entre el valor medio de moléculas de tACE por
espermatozoide también estaba positivamente correlacionada con el volumen de
las muestras en fresco, siendo esta asociacion estadisticamente significativa
(p<0,01) (Tabla 22). Igualmente, el porcentaje de espermatozoides positivos para la
APN vy el volumen de las muestras en fresco estaban negativamente
correlacionados (Tabla 22), mientras que con las muestras procesadas mantenian
una correlaciéon positiva (Tabla 23), siendo estas asociaciones estadisticamente
significativas (p<0,01).

2.2.2. Concentracion

El analisis de la relacién entre la concentracidn de las muestras seminales mostré
gue todos los componentes del RAS analizados estaban relacionados con este
pardmetro.

El porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R mantenia una correlaciéon
positiva significativa (p<0,05) con la concentracidn de las muestras tanto en fresco
(Tabla 20), como procesadas (Tabla 21). Mientras, que el porcentaje de
espermatozoides positivos para el PRR mostraba una correlacion negativa con la
concentracién de las muestras procesadas (p<0,05) (Tabla 21).

De igual manera, se vio que mientras el porcentaje de espermatozoides positivos
para tACE no mostraba ninguna relacion, el valor medio de moléculas de tACE por
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espermatozoide estaba positivamente correlacionado con la concentracion de las
muestras procesadas (Tabla 23), siendo esta relacidn estadisticamente significativa
(p<0,01). En cambio, en el caso de la APN, el porcentaje de espermatozoides
positivos para esta enzima mantenia una correlacidn positiva con la concentraciéon
de las muestras procesadas (p<0,01) (Tabla 23). Mientras que el valor de la media
de moléculas de APN por espermatozoide, mostrd una correlacion negativa con la
concentracién de las muestras procesadas (p<0,01) (Tabla 23).

2.2.3. Movilidad

En cuanto a las relaciones observadas entre la movilidad espermatica y los
receptores de RAS analizados, se determind que todos los componentes del RAS
analizados mostraban algun tipo de relacién con este pardmetro. Concretamente
observamos que el porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R se
correlacionaba positivamente con el porcentaje de espermatozoides con movilidad
progresiva (PR), tanto de las muestras de eyaculado en fresco (p<0,01) (Tabla 20),
como tras su procesamiento (p<0,01) (Tabla 21); y consecuentemente mantenia
una correlacion negativa con el porcentaje de espermatozoides inméviles (IM),
tanto en las muestras en fresco (p<0,01) (Tabla 20), como procesadas (p<0,01)
(Tabla 21). Por otra parte, el porcentaje de espermatozoides positivos para el PRR,
mantenia una correlacidon positiva con los espermatozoides con movilidad no
progresiva (NP) de las muestras procesadas (p<0,01) (Tabla 21).

En el caso de la tACE, los datos mostraban que el porcentaje de espermatozoides
positivos para esta enzima mantenia una correlacion positiva significativa con el
porcentaje de espermatozoides inmdviles de las muestras en fresco (p<0,05) (Tabla
22). Mientras que la media de moléculas de tACE por espermatozoide estaban
positivamente correlacionados con el porcentaje de los espermatozoides moviles
no progresivos (NP) de las muestras en procesadas (p<0,05) (Tabla 23). Finalmente
se analizaron las correlaciones de la APN con los distintos tipos de movilidad,
obteniendo que el porcentaje de espermatozoides positivo para la APN mantenia
una correlaciéon positiva con el porcentaje de espermatozoides con movilidad
progresiva (PR) de las muestras en fresco (p<0,05) (Tabla 22), y una correlacion
negativa, con el porcentaje de espermatozoides inmdviles (IM) de las muestras en
fresco (p<0,05) (Tabla 22), poseyendo ambas significacion estadistica. Sin embargo,
la media de moléculas de APN se correlacionaba positivamente con el porcentaje
de espermatozoides moviles progresivos (PR) (p<0,01) (Tabla 22) y negativamente
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con el porcentaje de los espermatozoides moviles no progresivos (NP) de las
muestras en fresco (p<0,01) (Tabla 22), y positivamente con el porcentaje de las
procesadas (p<0,05) (Tabla 23), siendo todas estas relaciones estadisticamente
significativas.

Estas correlaciones, demuestran la existencia de una asociacion entre los
pardmetros seminales basicos de volumen, concentracién y los diferentes tipos de
movilidad espermadtica, con los distintos componentes del RAS estudiados.

Correlaciones de Spearman de las muestras en fresco

AT2R PRR
Volumen Coef. correlacion 0,085 0,136
p 0,406 0,185
.z %k
Concentracién Coef. correlacion 0,285 -0,091
p 0,005 0,373
Movilidad Coef. correlacién 0,308** 0,087
progresiva (PR) p 0,002 0,399
Movilidad no Coef. correlacion -0,112 0,035
progresiva (NP) p 0,274 0,736
.z k¥
Inmovilidad (IM) Coef. correlacion -0,289 0,089
p 0,004 0,384

Tabla 20. Correlaciones de Spearman de las caracteristicas seminales de las muestras en fresco con
los valores de porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R y el PRR. **diferencias muy
significativas (p<0,01).

Correlaciones de Spearman de las muestras procesadas

AT2R PRR

Volumen Coef. correlacion 0,378** -0,109
p 0,000 0,286
. s *

Concentracion Coef. correlacion 0,379 -0,259
p 0,000 0,010

Movilidad Coef. correlacion 0,290** -0,081
progresiva (PR) p 0,004 0,428
Movilidad no Coef. correlacién 0,048 0,274™*
progresiva (NP) p 0,638 0,007
- Coef. correlacion -0,325%** -0,025

Inmovilidad (IM) 0,001 0,811

Tabla 21. Correlaciones de Spearman de las caracteristicas seminales de las muestras tras ser
procesadas, con los valores de porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R y el PRR.
*diferencias significativas (p<0,05), **diferencias muy significativas (p<0,001).
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Correlaciones de Spearman de las muestras en fresco

tACE tACE/spz APN APN/spz
Coef. Correlacion -0,036 0,341** 0276" 0,091
Volumen !
p 0,752 0,002 0,013 0,419
. Coef. correlacion -0,148 -0,207 0,217 -0,049
Concentracion
P 0,189 0,063 0,052 0,667
Movilidad Coef. correlacion -0,216 0,082 0,258" 0,253"
progresiva (PR) p 0,052 0,465 0,020 0,023
Movilidad no Coef. correlacion 0,104 0,013 0,019 -0,262*
progresiva (NP) p 0,357 0,905 0,864 0,018
Coef. correlacion * -0,110 - ok -0,174
Inmovilidad (IM) 0,229 0,286
0,040 0,329 0,010 0,120

Tabla 22. Correlaciones de Spearman de las caracteristicas seminales de las muestras en fresco con
porcentajes de espermatozoides positivos para la tACE y la APN y los valores medios de moléculas de
tACE y APN por espermatozoide de las muestras seminales. *diferencias significativas (p<0,05),
**diferencias muy significativas (p<0,01).

Correlaciones de Spearman de las muestras procesadas

tACE tACE/spz APN APN/spz
Coef. correlacion -0,111 -0,130 0,365** -0,035
Volumen
p 0,325 0,249 0,001 0,753
» Coef. correlacion -0,045 -0,544** 0,488** -0,403**
Concentracion
4] 0,689 0,000 0,000 0,000
Movilidad Coef. correlacion -0,093 -0,005 0,170 0,070
progresiva (PR) p 0,410 0,967 0,129 0,533
Movilidad no Coef. correlacién -0,025 0,227" 0,011 0,221"
progresiva (NP) p 0,825 0,042 0,926 0,047
. Coef. correlacion 0,150 -0,098 -0,131 -0,182
Inmovilidad (IM)
0,183 0,383 0,245 0,104

Tabla 23. Correlaciones de Spearman de las caracteristicas seminales de las muestras tras ser
procesadas con porcentajes de espermatozoides positivos para la tACE y la APN y los valores medios
de moléculas de tACE y APN por espermatozoide de las muestras seminales. *diferencias significativas
(p<0,05), **diferencias muy significativas (p<0,01).
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2.3. Anadlisis de las distintas etiologias seminales en relacion
con el AT2R, el PRR, la tACE y la APN

Para comprobar si tanto los receptores AT2R y PRR, como las enzimas tACE y APN,
estdn relacionados con las etiologias seminales, se compararon los valores de
espermatozoides positivos para estos componentes del RAS, asi como los valores
de la media de moléculas de estas enzimas por espermatozoide, determinados en
las diferentes patologias seminales (Figuras 21 y 22). Para ello se catalogaron las
muestras en cuatro grupos de acuerdo con las etiologias descritas por la OMS
(OMS, 2010): normozoospérmicos (N2), astenozoospérmicos (AZ),
teratozoospérmicos (TZ) y oligozoospérmicos (0Z).

En la tabla 24 se muestran los valores de las medianas de los elementos del RAS
analizados, el nimero de casos pertenecientes a cada una de estas etiologias
seminales (entre paréntesis), para cada elemento de RAS analizado, asi como la
significacidn estadistica obtenida mediante el test de Kruskal-Wallis.

Aunque el analisis de Kruskal Wallis determind que no existian diferencias con
significacidn estadistica entre el porcentaje de células positivas para el AT2R y las
distintas etiologias, debido a la proximidad de obtener un valor estadisticamente
significativo (p=0,063) (Figura 21A), se decidié analizar las diferencias entre las
etiologias mediante el test de U de Mann-Whitney. Este test demostré que habia
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes clasificados como AZ
y los NZ y TZ (p<0,01 y p<0,05, respectivamente), siendo el porcentaje de
espermatozoides positivos para el AT2R significativamente menor en pacientes AZ
en comparacién con los otros grupos.

Igualmente, en la tabla 24 se observa que la media de moléculas de APN por
espermatozoide y los distintos grupos de etiologias seminales presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) (Figura 22D). Los tests de U de
Mann-Whitney, determinaron que estas diferencias se encontraban entre los
pacientes clasificados como AZ y los TZ (p<0,05), y que tenian significacion
estadistica. Siendo menor la media de enzima APN por espermatozoide en el caso
de los AZ.
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Etiologias seminales

AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
NZ 85,14 (45) 71,17 (49) 22,34 (45) 743(45) 91,71 (43) 3941 (43)
AZ 74,69 (8) 66,98 (7) 26,57 (6) 959 (6) 89,00 (6) 1988 (6)
TZ 84,87 (40) 74,84 (39) 17,61 (28) 843 (28) 89,14 (31) 5232 (31)
oz 80,20 (4) 78,84(2) 33,65 (2) 617 (2) 87,27 (1) 1437 (1)
P (Kw) 0,063 0,528 0,808 0,580 0,677 0,036*

Tabla 24. Vvalores de las medianas de las distintas etiologias masculinas analizadas para cada
elemento del RAS estudiado. Entre paréntesis se indica el nimero de casos incluidos en cada uno de
los grupos. Entre paréntesis se especifica el nimero de muestras incluidas en cada grupo. p:
significacion bilateral resultante del test de Kruskal Wallis. * diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 21. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) el AT2R y B) el PRR, observados en las
distintas  etiologias seminales. NZ: normozoospérmicos; AZ: astenozoospérmicos;, TZ:
teratozoospérmicos; y OZ: oligozoospérmicos. *diferencias significativas (p<0,05), **diferencias muy
significativas (p<0,01).

w .
3 5000
>
=
‘w 60 o
o o .
2 T 4000
w o
‘&, 5 3000 ’ °
@ 407 g
(] =
o )
[4 o 20001
[e] Q
- 2
g 209 S|
5 < 1000
o
o =
o
ES 01
T T T T
NZ Az Tz oz NZ AZ Tz oz
A Etiologia masculina B Etiologia masculina
& 1007 12000 %
=
=
g 90 _ o 10000
o o
= [+]
o 807 g 8000
< 9 =
° ®
g 7o E 6000
o ° o
2 o
*E 607 % 4000 °
= <
g 501 2000 E _
0
3 *
2 401 0
T T T T T T T T
c NZ AZ TZ oz D NZ AZ TZ oz
Etiologia masculina Etiologia masculina

Figura 22. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) la tACE y B) la APN y los valores medios
de moléculas de C) tACE y D) APN por espermatozoide, observados en las distintas etiologias
seminales. NZ: normozoospérmicos; AZ: astenozoospérmicos; TZ: teratozoospérmicos; y OZ:
oligozoospérmicos. *diferencias significativas (p<0,05).
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2.3.1. Estimacion del poder predictivo de los componentes del RAS en las
etiologias seminales

Teniendo en cuenta estas diferencias observadas entre las distintas etiologias, se
decidié examinar si tanto el AT2R como la ANP podrian tener valor predictivo en la
determinacién de dichas etiologias. Para lo cual se realizaron analisis mediante
curvas ROC.

En el caso del AT2R, la aplicacion de este estadistico perseguia determinar si el
porcentaje de espermatozoides positivos para este receptor podria servir como
valor predictivo de la patologia seminal asociada a la baja movilidad espermatica.
Para ello se realizd un analisis mediante la curva ROC entre los valores de las
muestras de los pacientes NZ y los AZ (Figura 23).

Este analisis mostro un valor de area bajo la curva (AUC) del 0,839 (Figura 23B).
Teniendo en cuenta que un valor de AUC>0,8 se considera aceptable, el AT2R
poseeria un buen poder predictivo como test clinico para discernir de una forma
objetiva entre muestras con buena y mala movilidad espermatica. Se determiné un
valor de corte para diferenciar entre muestras NZ y AZ del 72,51% de
espermatozoides positivos para el AT2R, teniendo una sensibilidad (capacidad de
identificar muestras NZ) del 95,6% y una especificidad (capacidad de identificar
muestras AZ) del 75% (Figura 23A).

Curva ROC
1,0
Analisis de la curva ROC
0,81
- AUCRoC 0,839
3 067 Significacién 0,002
@ Valor umbral 272,51
0,41
% Sensibilidad (%) 95,6
0.2 Especificidad (%) 75
AUCROC: Area bajo la curva
0,0 ‘ ;

0,0 0,2 0:4 0:6 0,8 1,0
A Especificidad B

Figura 23. A) Imagen de la curva ROC de los porcentajes de espermatozoides positivos para el AT2R
entre los pacientes normozoospérmicos y los astenozoospérmicos. B) Datos de area bajo la curva,
significacidn, valor umbral, sensibilidad y especificidad obtenidos de este analisis.
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Por otra parte, se evalué si la determinacion del valor medio de moléculas de APN
por espermatozoide podria servir para discernir entre las muestras de pacientes AZ
y los TZ (Figura 24A). En el andlisis mediante la curva ROC, se obtuvo un valor de
area bajo la curva (AUC) del 0,79 (Figura 24B). Lo que indica que el valor medio de
moléculas de APN por espermatozoide no posee valor predictivo para diferenciar
de una forma objetiva entre muestras de pacientes con AZ y TZ. Debido a la
proximidad de tener valor predictivo para diferenciar pacientes con AZ de los que
tienen TZ, se establecid un valor de corte de 1931 moléculas de APN por
espermatozoide. Sin embargo, debido a la especificidad y sensibilidad que poseeria
se evidencia su nulo valor como test predictivo.

Curva ROC
1,0
08 Analisis de la curva ROC
o AUCROC 0,790
£ 061 L Lo
= Significacién 0,026
g 0.4 Valor umbral 21931
(]
Sensibilidad (%) 80,6
0.2 Especificidad (%) 50
AUCROC: Area bajo la curva
0’00,0 02 04 0,6 08 1,0
A Especificidad B

Figura 24. A) Imagen de la curva ROC de los valores medios de moléculas de APN entre los pacientes
astenozoospérmicos y los teratozoospérmicos. B) Datos de area bajo la curva, significacion, valor
umbral, sensibilidad y especificidad obtenidos de este analisis.
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2.4. Resumen de los resultados del segundo objetivo

2.4.1. AT2R

Tras el analisis de los resultados se puede ver como el AT2R estd asociado con los
parametros seminales basicos. Asi, un mayor porcentaje de espermatozoides
positivos para el AT2R se correlaciona con un mayor volumen de las muestras
procesadas, y con una mayor concentracién y movilidad progresiva de las muestras
en fresco y procesadas. Ademads, su relacién con la movilidad se ve apoyada con la
observacién de que las muestras seminales de los pacientes astenozoospérmicos
tienen un menor porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R que las
muestras de pacientes normozoospérmicos. Ademds, posee significacion
estadistica como valor predictivo para diferenciar muestras de pacientes
astenozoospérmicos de normozoospérmicos.

2.4.2. PRR

En cuanto al PRR, se ha visto que estd asociado con los pardmetros seminales de
concentracién y movilidad de las muestras procesadas. De esta forma, la presencia
de un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para el PRR se correlaciona
con una menor concentracion seminal y un mayor porcentaje espermatozoides de
movilidad no progresiva.

2.4.3. tACE

En relacidn a la tACE, se ha visto que estd asociada con los pardmetros seminales
de volumen, concentracién y movilidad. Asi, un mayor nimero de moléculas de
tACE por espermatozoide se correlacionan con mayor volumen de las muestras en
fresco. En cuanto a la concentracién, las muestras con mayores valores medios de
moléculas de tACE por espermatozoide se asocian a una menor concentracidén y a
un mayor porcentaje de espermatozoides de movilidad no progresiva en las
muestras procesadas. Por otra parte, un mayor porcentaje de espermatozoides
positivos para la tACE se correlaciona con un mayor porcentaje espermatozoides
inmoviles en las muestras en fresco.
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2.4.4. APN

Finalmente, la APN esta relacionada con todos los pardmetros seminales bdasicos.
Asi, se vio que cuanto mayor es el porcentaje de espermatozoides positivos para
esta enzima se correlaciona con un menor volumen de la muestra seminal en
fresco, pero mayor en las muestras procesadas. Asimismo, un mayor porcentaje de
espermatozoides positivos para la APN se correlaciona con una mayor
concentracién de las muestras procesadas. Contrariamente, un mayor nimero de
moléculas de APN se asocia a una menor concentracion de las muestras
procesadas. En ultimo lugar, en relacion a la movilidad, un porcentaje mayor de
espermatozoides positivos para APN se asocia con un mayor porcentaje de
espermatozoides con movilidad progresiva, y con un menor porcentaje de
espermatozoides inméviles en las muestras en fresco. Por otro lado, cuanto mayor
es el numero de moléculas de APN por espermatozoide mayor es el porcentaje de
espermatozoides con movilidad progresiva y menor porcentaje de
espermatozoides con movilidad no progresiva en las muestras en fresco. Sin
embargo, en las muestras procesadas un mayor numero de moléculas de APN se
correlaciona con un mayor porcentaje de espermatozoides con movilidad no
progresiva.

Por otra parte, esta relacién con la movilidad, se constata al ver que los pacientes
astenozoospérmicos tienden a presentar unos menores niveles de moléculas de
APN por espermatozoide en comparacidon con las demas etiologias seminales
estudiadas.
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3. Relacion de AT2R, PRR, tACE y APN con los
parametros embrionarios

3.1. Datos epidemioldgicos de las pacientes y variables de
laboratorio

En este tercer objetivo, se analizaron los embriones procedentes de un total de 173
parejas incluidas en el programa de donacién de oocitos. Los datos descriptivos del
conjunto de muestras y los pertenecientes a cada uno de los componentes del RAS
analizados estan representados en la tabla 25. Hay que tener en cuenta que la edad

de la paciente hace referencia a la edad de la receptora de los oocitos donados.

Variables epidemioldgicas de las pacientes y de la laboratorio

Total AT2R PRR tACE APN
n 173 97 97 81 81
Rango de edad (afios) 24-50 24-50 30-46 31-46 31-46
Media de edad (afios) 39,55+0,32  39,37+4,67 39,3+3,39 39,57t4,07 39,38%4,05
N2 oocitos obtenidos 2199 1301 1161 991 953

N2 medio oocitos
donados/paciente
N oocitos maduros 1924 1133 1038 883 843
N2 medio oocitos
maduros/paciente

12,71+0,25 13,41+0,35 11,97+0,32 12,23%0,36 11,77+0,34

11,12+0,21  11,68+0,28 10,70+0,32 10,90+0,36 10,41+0,29

N2 oocitos fecundados 1397 825 755 635 611
oot

Nemedio 8,0810,20  8,51+0,28 7,80+0,28  7,860,31  7,5740,28
embriones/paciente

Tasa de fecundacion (%) 72,61 72,81 72,74 71,91 72,48

Tabla 25. Variables epidemioldgicas de las pacientes y de laboratorio. Se muestra la media + ES del
total de los casos y de los datos correspondientes a cada uno de los grupos de casos analizados en
referencia a cada elemento del RAS estudiado.

Se puede observar que tanto los datos epidemioldgicos correspondientes a la edad
de los pacientes, como todos los datos de laboratorio de nimero de oocitos
obtenidos en las punciones, nimero de oocitos maduros, nimero de embriones
obtenidos por cada paciente, asi como las tasas de fecundacion de los distintos
elementos del RAS analizados en los espermatozoides, son muy homogéneos.
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Seguidamente, se analizd el tipo de distribuciéon que seguian los datos de cada uno
de los conjuntos de muestras, mediante un test de Kolmogorov-Smirnov. Este test
determind, que los distintos grupos de muestras no seguian una distribuciéon
normal (p<0,01).

3.2. Relacion de las tasas de fecundacion con el AT2R, el PRR, la
tACEy la APN

En los 173 casos analizados en este estudio, la técnica de fecundacién mas
empleada fue la ICSI. De los 173 ciclos, la ICSI fue la Unica técnica usada en 160,
mientras que la técnica de FIV, conjuntamente con la ICSI (FIV/ICSI), se llevd a cabo
en 13 ciclos.

Se estudiaron las tasas de fecundacion de cada cohorte oocitaria en funciéon de la
técnica de fecundacion in vitro usada, para cada uno de los componentes del RAS
analizados en los espermatozoides (Tablas 26 y 27). Se observd una correlacion
positiva significativa entre los oocitos fecundados mediante la técnica de FIV y el
porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R (p<0,05). Mientras que en el
resto de los elementos del RAS estudiados no se observd ninguna relacién con las
tasas de fecundacidn. Asi, estos datos demuestran que las muestras seminales que
presentan un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R tienen
mayores tasas de fecundacidon mediante técnicas de FIV.

Tasas de fecundacidn en relacion a los receptores del RAS

analizados

AT2R PRR

Total (ICSI Coef. correlacion -(;),;):11 -(;),21(:;(3
+ ’ ’

FIV/ICSI) 97 97
sélo ICSI Coef. correlacién -0,065 -0,106
olo 0,529 0,301
n 97 97
Sélo FIV Coef. correlacién 0,735* -0,231
p 0,038 0,618

n 8 7

Tabla 26. Correlaciones de Spearman de las tasas de fecundacién dependiendo de la TRA usada y el
porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R y el PRR. n: tamafo muestral; p: significacion
bilateral. *diferencias significativas (p<0,05).
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Tasas de fecundacion en relacion a las enzimas del RAS analizadas

tACE  tACE/spz APN APN/spz

Coef. correlacion -0,128 0,067 0,005 -0,046
Total (ICSI
+FIV/ICSI) 0,256 0,554 0,962 0,685
81 81 81 81
3 Coef. correlacion -0,121 0,054 -0,001 -0,046
Selolcsi 0,282 0,632 0,992 0,683
n 81 81 81 81
3 Coef. correlacion -0,247 0,579 0,410 -0,359
Sélo FIv 0,637 0,228 0,493 0,553
n 6 6 5 5

Tabla 27. Correlaciones de Spearman de las tasas de fecundacién dependiendo de la TRA usada vy el
porcentaje de espermatozoides positivos para la tACE y la APN y los valores medios de moléculas de
tACE y APN por espermatozoide de las muestras seminales. n: tamafio muestral; p: significacion
bilateral.

3.3. Relacion del desarrollo embrionario temprano con el
AT2R, el PRR, la tACE y la APN

3.3.1. Embriones en dia 2 de desarrollo
3.3.1.1. Calidad embrionaria

En referencia a la calidad de los embriones en D+2 de desarrollo, se analizd si los
receptores AT2R y PRR, o las enzimas tACE y APN presentes en los espermatozoides
estaban relacionados con las diferentes calidades embrionarias descritas por
ASEBIR (ASEBIR, 2008). En la tabla 28, estan representados los valores de las
medianas, el nimero de embriones clasificados en cada una de las categorias, asi
como la significacion obtenida mediante el test de Kruskal Wallis para cada uno de
los elementos del RAS analizados en los espermatozoides.

Como se puede observar en la tabla 28, aunque las diferencias entre los
porcentajes de espermatozoides positivos para el AT2R de las calidades
embrionarias no eran estadisticamente significativas, debido a la proximidad de
obtener un valor significativo (p=0,062), se decidid realizar el test de U de Mann-
Whitney. Este test demostré que habia diferencias estadisticamente significativas
entre los embriones clasificados con calidad B y los de calidad C (p<0,01) (Figura
25A). Esto implica que en D+2 de desarrollo, los embriones de calidad B provienen
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de muestras con un menor porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R
gue los embriones de calidad C.

En relacién a la tACE, se observaron diferencias entre los porcentajes de
espermatozoides positivos para la tACE de las distintas calidades embrionarias
(p<0,05) (Tabla 28). Los tests de U de Mann-Whitney mostraron que estas
diferencias se daban entre los embriones de calidad D y los de calidades A y B
(p<0,05 y p<0,01, respectivamente) (Figura 26A). Estos datos revelan que en D+2,
los embriones de calidad D provienen de muestras con un menor porcentaje de
espermatozoides positivos para la tACE, que los embriones de calidades A y B.

Finalmente, tras el analisis de Kruskal-Wallis se determind que también existian
diferencias estadisticamente significativas entre la media de moléculas de APN por
espermatozoide y las distintas calidades embrionarias (p<0,01). Debiéndose estas
diferencias, a las halladas entre los embriones de calidad A y los de calidad B
(p<0,05) y a las de los embriones de calidad D y los de calidades A, B y C (p<0,05,
p<0,001 y p<0,05, respectivamente). Estos datos muestran por un lado, que en
D+2, los embriones de calidad D provienen de muestras que presentan un mayor
numero de moléculas de APN por espermatozoide respecto al resto de embriones.
Y por otro lado, que los embriones de calidad B provienen de muestras seminales
con menos moléculas de APN que los embriones clasificados con calidad A (Figura
26D).

Calidad embrionaria en D+2

Calidad AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
A 85,14 (360) 71,17 (311) 19,96 (253) 742 (253) 89,87 (261) 3262 (261)
B 83,63 (248)  72,21(225) 23,34(204) 749 (204) 89,31(181) 2789 (181)
C 85,66 (114)  74,84(98)  20,73(83)  838(83) 90,59 (76) 3923 (76)
D 85,58 (103) 71,46 (121)  12,44(95)  838(95)  87,94(93) 4659 (93)
p (KW) 0,062 0,223 0,034* 0,630 0,219 0,002**

Tabla 28. Valores de las medianas de los embriones en D+2 de desarrollo agrupados en los grupos de
las calidades embrionarias para cada elemento de RAS estudiado en espermatozoides. Entre
paréntesis se especifica el nimero de muestras incluidas en cada grupo. p: significacién bilateral
resultante del test de Kruskal Wallis. * diferencias significativas (p<0,05),** diferencias muy
significativas (p<0,01).

151



Resultados

1007

% espermatozoides AT2R-positivos
~
o

* ¥

>

>

Calidad ASEBIR D+2

wn —
& 100

=

=

8 ol

2 80

4

o

[

0

D

T

§ 401 °

*g' 8

o 20 ° o e o
o

0

L

= o

B A B c D

Calidad ASEBIR D+2
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Figura 26. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) la tACE y B) la APN y los valores medios
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3.3.1.2. Numero de células

Considerando que los embriones compuestos por 4 células en D+2 son los que
presentan el mayor potencial de implantacion (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015), se
distinguieron tres grupos de embriones en funcién del nimero de células por las
que estaban formados. Estos grupos corresponden a: 1) embriones formados por
menos de 4 blastdmeros; 2) embriones formados por 4 blastémeros y 3) embriones
con mas de 4 blastdmeros. Los datos de las medianas de estas agrupaciones, junto
con el nimero de embriones clasificados en cada grupo (entre paréntesis), y la
significacién obtenida mediante el test de Kruskal Wallis para cada uno de los
elementos del RAS analizados en los espermatozoides, se presentan en la tabla 29.

No se observd ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los distintos
grupos de embriones en D+2 de desarrollo en base al nimero de células por el que
estaban compuestos, en los distintos componentes del RAS analizados en los
espermatozoides (Figuras 27 y 28).

Numero de células de los embriones en D+2

Ne de AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
células

<4 85,76 (211) 71,07 (248) 17,31(206) 804 (206) 89,31 (196) 3963 (196)
a4 84,16 (444)  72,23(379) 20,73 (318) 745(318) 89,87 (323) 3963 (323)
>4 85,14 (170) 74,23 (128) 22,34(111) 742(111) 90,59 (92) 2789 (92)
P (Kw) 0,184 0,086 0,349 0,850 0,100 0,282

Tabla 29. Vvalores de las medianas de los distintos componentes del RAS analizados en los
espermatozoides de las tres agrupaciones de embriones en D+2 segun el nimero de células por el que
estan compuestos. <4: embriones compuestos por menos de 4 células; 4: embriones formados por 4
células; >4: embriones formados por mas de 4 células. Entre paréntesis se especifica el nUmero de
muestras incluidas en cada grupo. p: significacion bilateral resultante del test de Kruskal Wallis. *
diferencias significativas (p<0,05),** diferencias muy significativas (p<0,01).
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embriones compuestos por menos de 4 células; 4: embriones formados por 4 células; >4: embriones
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Figura 28. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) la tACE y B) la APN y los valores medios
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células; 4: embriones formados por 4 células; >4: embriones formados por mas de 4 células.
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3.3.1.3. Numero de células, fragmentacion y simetria de las cohortes
embrionarias

Las tablas 30 y 31 muestran los resultados hallados tras realizar el andlisis de
correlaciones bivariadas entre los parametros de niumero de células, fragmentacion
y simetria observados en las cohortes embrionarias en D+2 y los distintos
componentes del RAS estudiados en los espermatozoides.

El AT2R fue el Unico componente del RAS que mostré una correlaciéon positiva
significativa (p<0,05) entre el porcentaje de espermatozoides positivos para el
AT2R y el porcentaje de fragmentacién de los embriones en D+2 de desarrollo.
Indicando que un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para este
receptor se correlaciona con un mayor porcentaje de fragmentacién en la cohorte

embrionaria.
Correlaciones de Spearman de los parametros
de la cohorte embrionaria en D+2 de desarrollo
AT2R PRR
Ne células Coef. correlacion 0,019 0,084
0,853 0,423
. Coef. correlacion 0,207* 0,071
Fragmentacion 0,042 0,490
Simetria Coef. correlacion 0,032 0,050
p 0,758 0,627

Tabla 30. Correlaciones de Spearman de los pardmetros embrionarios analizados en D+2 vy el
porcentaje medio de espermatozoides positivos para el AT2R y el PRR. p: significacion bilateral.
*diferencias significativas (p<0,05).

Correlaciones de Spearman de los parametros

de la cohorte embrionaria en D+2 de desarrollo
tACE tACE/spz APN APN/spz

Ne células Coef. correlacion 0,068 -0,059 0,141 -0,071
p 0,553 0,605 0,217 0,535

. Coef. correlacion -0,196 0,034 0,099 0,130
Fragmentacion 0,080 0,762 0,381 0,361
Simetria Coef. correlacion -0,091 0,150 -0,102 0,133
p 0,421 0,181 0,366 0,235

Tabla 31. Correlaciones de Spearman de los pardmetros embrionarios analizados en D+2 con
porcentajes de espermatozoides positivos para tACE y APN y los valores medios de moléculas de tACE
y APN por espermatozoide de las muestras seminales. p: significacion bilateral.
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3.3.2. Embriones en dia 3 de desarrollo
3.3.2.1. Calidad embrionaria

Se analizd si los receptores AT2R y PRR, o las enzimas tACE y APN presentes en los
espermatozoides, estaban relacionados con la calidad de los embriones en D+3 de
desarrollo, segln la gradacion propuesta por ASEBIR (ASEBIR, 2008). En la tabla 32
estdn representados los valores de las medianas, el tamafio muestral de cada uno
de los grupos de calidad en los que se han clasificado a los embriones (entre
paréntesis), asi como la significacion obtenida mediante el test de Kruskal Wallis
para cada uno de los elementos del RAS analizados en los espermatozoides.

Calidad embrionaria en D+3

Calidad AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
A 82,92 (188) 71,17 (166) 21,34(130)  748(130) 89,70 (142) 3262 (142)
B 83,85(261) 72,22 (206) 21,34(178) 713(178) 89,87 (161) 3103 (161)
(0 86,74 (146) 73,29 (143) 22,49(129) 857(129)  89,65(120) 3103 (120)
D 85,85(230) 71,93 (240) 16,88 (198) 768(198)  89,62(188) 4305 (188)
P (KW) 0,024* 0,557 0,032* 0,210 0,900 0,067

Tabla 32. valores de las medianas de los embriones en D+3 de desarrollo agrupados en funcién de su
calidad embrionarias para cada elemento de RAS estudiado. Entre paréntesis se especifica el nimero
de muestras incluidas en cada grupo. p: significacidn bilateral resultante del test de Kruskal Wallis. *
diferencias significativas (p<0,05).

Como se puede ver en la tabla 32, el andlisis de Kruskal Wallis determiné que
existian diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de
espermatozoides positivos para el AT2R de las distintas calidades (p< 0,05).
Posteriormente, el analisis de U de Mann-Whitney mostré que éstas, se dan entre
los embriones de calidad C y los de calidades A y B (p<0,01 y p<0,05,
respectivamente) (Figura 29A). Estos datos indican que, en D+3, los embriones
clasificados con calidad C provienen de muestras con un mayor porcentaje de
espermatozoides positivos para el AT2R que los embriones de calidades Ay B.

En relacidn a la tACE, se observaron diferencias entre los porcentajes de
espermatozoides positivos que dieron lugar a los embriones de cada una de las
calidades embrionaria descritas (p<0,05) (Tabla 32). Concretamente, estas

156



Resultados

diferencias se determinaron entre los embriones clasificados con calidad D y los de
calidades A y C (ambos p<0,05) (Figura 30A). Estos datos revelan que en D+3, los
embriones de calidad D provienen de muestras con un menor porcentaje de
espermatozoides positivos para la tACE, que los embriones de calidades Ay C.

Finalmente, el anadlisis de Kruskal Wallis determind que no existian diferencias
estadisticamente significativas, entre la media de APN por espermatozoide y los
distintos grupos de calidades embrionarias (Tabla 32). Sin embargo, debida a la
proximidad de obtener un valor significativo (p=0,067), se decidié analizar las
diferencias mediante el test de U de Mann-Whitney. Este test determind, en D+3
de desarrollo, los embriones de calidad D provienen de muestras con un mayor
nuimero de moléculas de APN que los embriones de calidad B (p<0,01) (Figura 30D).
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3.3.2.2. Numero de células

Teniendo en cuenta que los embriones compuestos por 7-8 células en D+3 son los
gue presentan una mayor capacidad de implantacién (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015),
se distinguieron tres grupos de embriones en funcién del nimero de células por las
que estaban formados. Estos grupos se componen por: 1) embriones formados por
menos de 7 blastdmeros; 2) embriones formados por 7-8 blastomeros y 3)
embriones con mas de 8 blastdmeros. En la tabla 33 se muestran los valores de las
medianas, el nimero de embriones clasificados en cada uno de estos tres grupos, y
la significacidon obtenida mediante el test de Kruskal Wallis para cada uno de los
elementos del RAS analizados en los espermatozoides.

Tal y como se puede ver en la tabla 33, no se observé ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre los distintos grupos de embriones en D+3 de
desarrollo en base al nimero de células por el que estdn compuestos, en ninguno
de los componentes del RAS analizados en los espermatozoides (Figuras 31y 32).

Numero de células de los embriones en D+3

Ne de AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
células

<7 85,66 (290) 71,93 (300) 18,85(256) 804 (256) 89,79 (252) 4305 (252)
7-8 83,82 (405) 71,93 (354) 20,73 (290) 748 (290) 89,31(289) 3043 (289)
>8 85,14 (130)  72,21(101)  22,34(89)  749(89) 91,74 (70) 3183 (70)
p(KW) 0,268 0,588 0,256 0,278 0,097 0,114

Tabla 33. Valores de las medianas de los distintos componentes del RAS analizados en los
espermatozoides de las tres agrupaciones de embriones en D+3 segun el nimero de células por el que
estan compuestos. <7: embriones compuestos por menos de 7 células; 7-8: embriones formados por
7-8 células; >8: embriones formados por mas de 8 células. Entre paréntesis se especifica el nUmero de
muestras incluidas en cada grupo. p: significacidn bilateral resultante del test de Kruskal Wallis.
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3.3.2.3. Numero de células, fragmentacion y simetria de las cohortes
embrionarias

Las tablas 34 y 35 detallan los resultados obtenidos tras realizar el andlisis de
correlaciones bivariadas entre los pardmetros de nimero de células, fragmentacion
y simetria de las cohortes embrionaria en D+3 y los distintos componentes del RAS
estudiados en los espermatozoides. Mientras que no se observa ninguna relacion
entre estos parametros y los receptores del RAS estudiados (Tabla 34), si que se
ven diferencias con las enzimas del RAS analizadas (Tabla 35). Concretamente, el
porcentaje de espermatozoides positivos para la tACE se correlaciona
negativamente con el porcentaje de fragmentacién (p<0,05); y el porcentaje de
espermatozoides positivos para APN se correlaciona positivamente con la asimetria
embrionaria (p<0,05). Asi, un menor porcentaje de espermatozoides positivos para
la tACE se correlaciona con un mayor porcentaje de fragmentacién en la cohorte
embrionaria, mientras que un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para
la APN se correlaciona con mayor asimetria en la cohorte embrionaria (ya que las
categorias de mayor valor corresponden a las de mayor asimetria).

Correlaciones de Spearman de parametros embrionarios

de la cohorte embrionaria en D+3 de desarrollo

AT2R PRR

Ne células Coef. correlacion 0,022 -0,053

B p 0,830 0,605

.. Coef. correlacion 0,117 0,118
Fragmentacion

0,258 0,257

Simetria Coef. correlacion 0,029 0,050

P 0,777 0,627

Tabla 34. Correlaciones de Spearman de los pardmetros embrionarios analizados en D+3 y el
porcentaje medio de espermatozoides positivos para el AT2R y el PRR. p: significacion bilateral.
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Correlaciones de Spearman de parametros embrionarios

de la cohorte embrionaria en D+3 de desarrollo
tACE tACE/spz APN APN/spz

p Coef. correlacion 0,078 -0,140 0,105 -0,190
N2 células
P 0,486 0,211 0,351 0,089
., Coef. correlacion -0,241* 0,064 0,047 0,090
Fragmentacion
0,033 0,574 0,684 0,431
. . Coef. correlacion -0,117 -0,160 0,244* 0,020
Simetria
P 0,296 0,152 0,028 0,859

Tabla 35. Correlaciones de Spearman de los pardmetros embrionarios analizados en D+3 con
porcentajes de espermatozoides positivos para tACE y APN y los valores medios de moléculas de tACE
y APN por espermatozoide de las muestras seminales. p: significacion bilateral. *diferencias
significativas (p<0,05).

3.4. Relacion del desarrollo embrionario avanzado con el AT2R,
el PRR, la tACE y la APN

3.4.1. Embriones en D+5 de desarrollo
3.4.1.1. Estadio de desarrollo

Se analizé si tanto los receptores AT2R y PRR, como las enzimas tACE y APN
presentes en los espermatozoides, tenian alguna relacion con la evolucion de los
embriones en las fases avanzadas del cultivo in vitro. Para ello, estos componentes
del RAS se relacionaron con los distintos grupos de embriones en D+5 de desarrollo
clasificados en funcion de su estadio de evolucion (Figuras 33 y 34). En la tabla 36
se muestran los valores de las medianas, el nimero de embriones clasificados en
cada uno de los grupos, asi como la significacion obtenida mediante el test de
Kruskal Wallis, para cada componente del RAS analizado en los espermatozoides.

Se observé que Unicamente existian diferencias significativas entre los distintos
estadios de evolucion en D+5 al analizar la media de moléculas de tACE por
espermatozoide y (p<0,05). Los tests de U de Mann-Whitney determinaron que
estas diferencias se encontraban entre los embriones clasificados como BHi y los
clasificados como BT y BC (ambos p<0,05); y los bloqueados o degenerados (NV)
con los BE y los BHi (p<0,05 y p<0,01, respectivamente) (Figura 34B).
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Estadio del desarrollo en D+5

Estadio AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
evolucion

MC 85,65 (91) 70,97 (95) 22,34 (87) 768 (87) 89,75 (86) 3043 (86)
BT 85,00 (78) 76,10 (73) 17,31 (66) 804 (66) 89,70 (65) 4659 (65)
BC 82,56 (78) 72,23 (96) 21,54 (74) 749 (74) 89,35 (76) 3547 (76)
BE 85,67(160) 71,17 (150) 21,95 (124) 685 (124) 89,62 (119) 2648 (119)
BHi 85,87(112) 67,79 (87) 22,34 (81) 656 (81) 90,59 (67) 2063 (67)
NV 85,14 (183) 72,35(150) 17,41 (134) 803 (134) 89,62 (113) 3963 (113)

p (KW) 0,391 0,651 0,401 0,027* 0,768 0,121

Tabla 36. Valores de las medianas de cada elemento del RAS estudiado en los espermatozoides, de
las agrupaciones de embriones en D+5 segln el estadio de evolucién en el que se encontraban los
embriones en D+5 de desarrollo. MC: mérula compacta; BT: blastocisto temprano; BC: blastocisto
cavitado o en expansion; BE: blastocisto expandido; BHi: blastocisto en fase de hutching; y NV:
embriones bloqueados o degenerados. Entre paréntesis se especifica el nimero de muestras incluidas

en cada grupo. p: significacion bilateral resultante del test de Kruskal Wallis. * diferencias
significativas (p<0,05).
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Resultados

3.4.1.2. Viabilidad del blastocistos

Para el andlisis de este pardmetro Unicamente se tuvieron en cuenta los embriones
que habian alcanzado el estadio de blastocisto. Estos se dividieron en dos grupos:
1) blastocistos viables y 2) blastocistos no viables. Se consideraron como
blastocistos viables aquellos que fueron transferidos o criopreservados, y como no
viables aquellos que se habian bloqueado, degenerado o que no habian alcanzado
una calidad o estadio de desarrollo adecuados. En la tabla 37 se detallan los valores
de las medianas, el nimero de embriones clasificados como viables o no viables, asi
como la significacién obtenida mediante el test de U de Mann-Whitney para cada
componente del RAS analizado en los espermatozoides.

Se puede ver cdmo al analizar los porcentajes de espermatozoide positivos tanto
para el AT2R (Figura 35A), como para el PRR (Figura 35B), se observaban
diferencias entre los grupos de blastocistos considerandos viables y los no viables,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Estos datos
indican que en D+5, las muestras seminales que presentan un mayor porcentaje de
espermatozoides positivos para el AT2R se relacionan con los blastocistos viables.
Mientras que las muestras seminales con un menor porcentaje de espermatozoides
positivos para el PRR tienden a generar blastocistos viables.

Por otra parte, al estudiar la media de moléculas de APN por espermatozoide
también se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos de blastocistos (p<0,05) (Tabla 37). Asi, las muestras seminales que generan
blastocistos viables presentan espermatozoides con un menor numero de
moléculas de APN en su superficie (Figura 36D).

Viabilidad de los blastocistos en D+5

Viabilidad AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
Viables 85,67 (363) 70,94 (350) 20,73(309) 742(309) 89,70 (275) 2648 (275)

\'\Ili(;bles 81,45 (65) 74,91 (56) 18,70 (57) 768 (57) 90,13 (52) 4393 (52)
p (KW) 0,037* 0,028* 0,800 0,051 0,964 0,019*

Tabla 37. Valores de las medianas de los blastocistos considerados como viables o no viables en D+5
de desarrollo, para cada elemento del RAS estudiado en los espermatozoides. Entre paréntesis se
especifica el nimero de muestras incluidas en cada grupo. p: significacion bilateral resultante del test
de Kruskal Wallis. * diferencias significativas (p<0,05).
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Teniendo en cuenta estos resultados y su relevancia a nivel clinico, se decidié
examinar si el porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R, el PRR o el
valor medio de moléculas de APN por espermatozoide, podrian servir como
pardmetros predictivos para la determinacion de la viabilidad de los blastocistos en
D+5 de desarrollo. Para ello se realizaron analisis mediante curvas ROC. Sin
embargo, estos analisis mostraron que ni el AT2R (Figura 37), ni el PRR (Figura 38),
y ni la APN (Figura 39), poseian valor predictivo para discernir de una forma
objetiva entre los blastocistos viables y no viables.
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Figura 37. A) Imagen de la curva ROC del porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R y la
viabilidad de los blastocistos en D+6. B) Datos de area bajo la curva, significacion, valor umbral,
sensibilidad y especificidad obtenidos de este analisis.
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Figura 38. A) Imagen de la curva ROC del porcentaje de espermatozoides positivos para el PRR y la
viabilidad de los blastocistos en D+6. B) Datos de area bajo la curva, significacion, valor umbral,
sensibilidad y especificidad obtenidos de este analisis.
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Figura 39. A) Imagen de la curva ROC del valor medio del nimero de moléculas de APN por
espermatozoide y la viabilidad de los blastocistos en D+5. B) Datos de area bajo la curva, significacion,
valor umbral, sensibilidad y especificidad obtenidos de este andlisis.
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3.4.2. Embriones en dia 6 de desarrollo
3.4.2.1. Estadio de desarrollo

De igual forma que se hizo para D+5, también se analizd si tanto los receptores
AT2R y PRR, como las enzimas tACE y APN presentes en los espermatozoides,
tenian alguna relaciéon con la evolucidn de los embriones. Para lo cual, estos
componentes del RAS se relacionaron con los distintos grupos de estadios de
evolucidn en los que se encontraban los embriones en D+6 de desarrollo. En la
tabla 38 se encuentran detallados los valores de las medianas de cada uno de los
estadios de desarrollo, el nUmero de embriones clasificados en cada uno de estos
grupos, asi como la significacion obtenida mediante el test de Kruskal Wallis para
cada uno de los elementos del RAS analizados en los espermatozoides.

Como se muestra en la tabla 38, se hallaron diferencias significativas entre los
distintos estadios de evolucion (p<0,01), al analizar el porcentaje de
espermatozoides positivos para el PRR. Los tests de U de Mann-Whitney
determinaron que concretamente, estas diferencias se encontraban entre los
embriones clasificados como BC y los BE (p<0,01), y entre los NV vy los clasificados
como BT, BE y BHi (p<0,05, p<0,01 y p<0,05, respectivamente) (Figura 40B).

Por otra parte, también se hallaron diferencias significativas entre la media de
moléculas de APN por espermatozoide de los distintos estadios de evolucién en
D+5 (p<0,01) (Tabla 38). Los tests de U de Mann-Whitney determinaron que estas
diferencias se daban entre los embriones clasificados como BT y los clasificados
como BC, BE y BHi (p<0,05, p<0,01 y P<0,05, respectivamente), y entre los NV y los
BC, los BE y los BHi (p<0,01, p<0,01 y P<0,05, respectivamente) (Figura 41D). Es
decir, que las muestras seminales que presentan un mayor nimero de moléculas
de APN generan blastocistos con un desarrollado mas lento o no viables
(blogueados o degenerados). Mientras que las muestras seminales que presentan
un menor numero de moléculas de APN generan blastocistos clasificados como BC,
BE y BHi.
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Estadio del desarrollo en D+6

Estadio AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
evolucién

mMC 82,92 (30) 73,29 (33) 25,64 (36) 755 (36) 88,85 (30) 2630 (30)
BT 85,76 (33) 70,97 (21) 18,45 (21) 838 (21) 89,62 (17) 5629 (17)
BC 79,78 (27) 76,18 (30) 22,49 (29) 804 (29) 88,73 (25) 1951 (25)
BE 84,65 (52) 68,25 (48) 20,73 (43) 804 (43) 89,47 (42) 2630 (42)
BHi 85,77 (28) 71,17 (27) 22,34 (23) 680 (23) 89,87 (15) 1950 (15)
NV 86,13 (16) 78,81 (31) 21,35 (23) 768 (23) 90,24 (37) 5232 (37)

p (KW) 0,207 0,002** 0,611 0,451 0,983 0,005**

Tabla 38. Valores de las medianas de las agrupaciones de embriones en D+5 segln el estadio de
evolucién en el que se encontraban los embriones en D+6 de desarrollo, para cada elemento del RAS
estudiado en los espermatozoides. MC: mérula compacta; BT: blastocisto temprano; BC: blastocisto
cavitado o en expansion; BE: blastocisto expandido; BHi: blastocisto en fase de hutching; y NV:
embriones bloqueados o degenerados. Entre paréntesis se especifica el nimero de muestras incluidas
en cada grupo. p: significacion bilateral resultante del test de Kruskal Wallis. * diferencias
significativas (p<0,05), ** diferencias muy significativas (p<0,01).
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estadio de evolucion en el que se encontraban los embriones en D+6 de desarrollo. MC: mérula
compacta; BT: blastocisto temprano; BC: blastocisto cavitado o en expansion; BE: blastocisto
expandido; BHi: blastocisto en fase de hutching; y NV: embriones bloqueados o degenerados.
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Figura 41. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) la tACE y B) la APN y los valores medios
de moléculas de C) tACE y D) APN por espermatozoide en funcién del estadio de evolucién en el que
se encontraban los embriones en D+6 de desarrollo.MC: mdrula compacta; BT: blastocisto temprano;
BC: blastocisto cavitado o en expansion; BE: blastocisto expandido; BHi: blastocisto en fase de
hutching; y NV: embriones bloqueados o degenerados. *diferencias significativas (p<0,05),
**diferencias muy significativas (p<0,01).
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3.4.2.2. Viabilidad de los blastocistos

Al igual que con los embriones en D+5, se compararon los distintos componentes
del RAS analizados en los espermatozoides con los blastocistos viables y no viables
en D+6 de desarrollo. Estos datos junto con el niumero de blastocistos clasificados
como viables o no viables (entre paréntesis), y la significacion obtenida mediante el
test de U de Mann-Whitney se presentan en la tabla 39.

Tal y como se muestra en la tabla 39, se vieron diferencias estadisticamente
significativas al analizar los valores medios de moléculas de APN por
espermatozoide con respecto a la viabilidad de los blastocistos en D+6 (p<0,05)
(Figura 43D). Al igual que sucede en D+5, los espermatozoides que tienden a
generar blastocistos viables presentan un menor nimero de moléculas de APN en
su superficie.

En cuanto al AT2R (Figura 42A), aunque no existia una diferencia estadisticamente
significativa, entre el porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R y la
viabilidad de los blastocistos, el valor obtenido estaba muy cerca de la significacién
estadistica (Tabla 39). Observdndose, al igual que en D+5, que las muestras
seminales que presentan un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para
este receptor se asocian con blastocistos viables.

Viabilidad de los blastocistos en D+6

Viabilidad AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
Viables 85,65(68) 68,59 (66)  22,34(61)  749(61)  89,75(52) 1950 (52)
\'\/'; bles 81,45(72)  74,25(60)  22,34(55)  768(55)  89,31(47) 4235 (47)

p (KW) 0,062 0,253 0,927 0,272 0,947 0,029*

Tabla 39. Valores de las medianas de los blastocistos considerados como viables o no viables en D+6
de desarrollo, para cada elemento del RAS estudiado en los espermatozoides. Entre paréntesis se
especifica el nimero de muestras incluidas en cada grupo. p: significacidn bilateral resultante del test
de Kruskal Wallis. * diferencias significativas (p<0,05).
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Finalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en relacién a la APN y la
viabilidad de los blastocistos, se decidié examinar si los valores medios de esta
enzima por espermatozoide podrian tener valor predictivo para determinar la
viabilidad de los embriones en este estadio del desarrollo. Para ello, se realizd un
analisis mediante la curva ROC. Sin embargo, tal y como se muestra en la figura 44,
este analisis mostré que la media de moléculas de APN por espermatozoide no
poseia valor predictivo como test clinico para discernir de una forma objetiva entre
los blastocistos viables y no viables.

1.0 Curva ROC

» AUCROC 0,372
E 0,6 Significacién 0,056
% Valor umbral -
g 0] Sensibilidad (%) -

02] Especificidad (%) -

AUCROC; Area bajo la curva
0’Go,o 0,'2 0,'4 0,'6 018 1,0
A Especificidad B

Figura 44. A) Imagen de la curva ROC del valor medio del nimero de moléculas de APN por
espermatozoide y la viabilidad de los blastocistos en D+6. B) Datos de area bajo la curva, significacion,
valor umbral, sensibilidad y especificidad obtenidos de este anilisis.
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3.4.3. Destino final del embrion

El dltimo de los andlisis en cuanto a la calidad embrionaria hace referencia al
destino final del embrién. Los embriones podian tener 3 destinos: ser transferidos,
criopreservados (para su posterior transferencia embrionaria en caso de ser
necesarios) o ser no viables, y por lo tanto, descartados. En la tabla 40, se
especifican los datos de las medianas de los diferentes grupos junto con el nimero
de embriones clasificados en funcion de su destino final (entre paréntesis), y la
significacién obtenida del test mediante el de Kruskal Wallis para cada elemento
del RAS analizado en los espermatozoides.

Como se observa en la tabla 40, sélo se vieron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de embriones con distinto destino final (p<0,001) al
analizar la media de moléculas de APN por espermatozoide (Figura 46D). Los tests
de U de Mann-Whitney, demostraron que estas diferencias se debian a las
existentes entre los embriones descartados (no viables) y los embriones
transferidos y criopreservados (p<0,05 y P<0,001, respectivamente). Asi, los
espermatozoides que presentan un menor nimero de moléculas de APN se asocian
con embriones que van a ser transferidos o criopreservados.

Destino final del embrion

Destino AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
Transferidos 85,00 (147) 72,35(142) 22,84(118) 748(118) 89,79 (112) 3170 (112)
Criopreservados 85,14 (314) 69,48 (257) 20,73 (210) 746 (210) 89,70 (202) 2674 (202)
No Viables 85,00 (364) 73,41 (356) 18,70 (307) 804 (307) 89,62 (297) 4305 (297)

p (KW) 0,620 0,087 0,416 0,152 0,625 0,000**

Tabla 40. Valores de las medianas de las distintas agrupaciones en funcion del destino final del
embridn para cada elemento de RAS estudiado. Entre paréntesis se especifica el nUmero de muestras
incluidas en cada grupo. p: significacion bilateral resultante del test de Kruskal Wallis. ** diferencias
muy significativas (p<0,01).
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3.5. Resumen de los resultados del tercer objetivo
3.5.1. AT2R

Tras el analisis de los resultados se puede ver como el AT2R estd asociado con
algunos pardmetros embrionarios. Asi, el uso de una muestra seminal con un
mayor porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R se asocia con una
mayor tasa de fecundacién mediante la técnica de FIV. Por otra parte, también se
asocia con la calidad, desarrollo y viabilidad de los embriones. Asi, la presencia de
un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R en las muestras
espermaticas, por un lado se asocia con una por calidad embrionaria en D+2 y D+3,
y ademds, esta correlacionado con un mayor porcentaje de fragmentacién en la
cohorte embrionaria en D+2. Por otro lado, las muestras seminales que presentan
un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para este receptor, se asocian
con embriones con mayor viabilidad en D+5.

3.5.2. PRR

En cuanto al PRR, se ha visto que estd asociado con los pardmetros de evolucidén y
viabilidad embrionaria. De esta forma, la presencia de un menor porcentaje de
espermatozoides positivos para el PRR en las muestras espermaticas se relaciona
con una mayor viabilidad en D+5 de desarrollo, y con embriones con mayor
desarrollo embrionario en D+6.

3.5.3. tACE

En relacién a la tACE, se ha visto que esta asociado con los pardmetros de calidad y
desarrollo embrionario. Asi, la presencia de un mayor porcentaje de
espermatozoides positivos para la tACE en las muestras seminales, esta relacionado
con una mejor calidad de los embriones tempranos, D+2 y D+3. Donde ademas, en
D+3 también se correlaciona con un menor porcentaje de fragmentacion de la
cohorte embrionaria. Finalmente, un menor nimero de moléculas de tACE por
espermatozoide en dichas muestras espermaticas, se asocia con embriones con un
mayor grado de evolucidn de los embriones en D+6 de desarrollo.

3.5.4. APN

Finalmente, al estudiar la relacién de la APN con los parametros embrionarios se
vio que la presencia de un menor numero de moléculas de APN por
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espermatozoide en las muestras espermaticas, se relaciona con embriones de
mejor calidad en D+2 y D+3 de desarrollo. De igual forma, en D+3 de desarrollo
embrionario, la presencia de un mayor porcentaje de espermatozoides positivos
para esta enzima se asocia con una mayor asimetria embrionaria. En cuanto al
desarrollo embrionario mas avanzado, en D+5 y D+6, se ha observado como la APN
se asocia al desarrollo, viabilidad y destino final del embridn. Asi, las muestras
seminales que contienen un menor numero de moléculas de APN por
espermatozoide se asocian con embriones en estadios evolutivos mas avanzados
en D+6 de y embriones con una mayor viabilidad tanto en D+5 como en D+6, y
también con embriones que van a ser transferidos o criopreservados.
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4. Relacion del AT2R, PRR, la tACE y la APN con los
resultados de las TRA

Finalmente, en este Ultimo objetivo, se analizaron los resultados de los 173 ciclos
incluidos en este estudio. Los datos descriptivos de los resultados de las TRA de la
totalidad de las muestras y de los distintos conjuntos de muestras utilizados para
medir cada uno de los componentes del RAS estudiados, estan representados en la
tabla 30. El porcentaje de casos con transferencia hace referencia al numero de
casos en los que se ha transferido algiin embridn respecto al nimero total de casos
analizados. La tasa de embarazo bioquimico describe el porcentaje de resultados
de pruebas bioquimicas de embarazo positivas respecto al numero de
transferencias embrionarias Por su parte, la tasa de implantacion representa el
porcentaje de sacos gestacionales observados en ecografia respecto al numero de
embriones transferidos. Y finalmente, |la tasa de gestacion clinica hace referencia
al porcentaje de embarazos con saco gestacional observado en ecografia respecto
al nimero de casos en los que se ha producido transferencia embrionaria.

Resultados de las TRA

Total AT2R PRR tACE APN
Casos con transferencia (%) 93,64 94,84 91,75 93,83 90,12
Tasa de embarazo bioquimico (%) 72,84 73,91 70,79 71,05 71,23
Tasa de implantacion (%) 57,77 64,62 53,19 51,69 49,55
Tasa de gestacion clinica (%) 66,67 71,74 62,92 60,53 60,27

Tabla 41. Valores de los resultados de las TRA. Se muestra el porcentaje del total de los casos y de
los datos correspondientes a cada uno de los grupos de casos analizados en cada elemento del RAS
estudiado en los espermatozoides.

Previamente, se analizd el tipo de distribucién que seguian los datos de cada uno
de los conjuntos de muestras mediante un test de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov (cuando el tamafio muestral era superior a 50) o de Shapiro-Wilk (cuando
el tamafio muestral fue menor de 50). Estos tests determinaron que los distintos
grupos de muestras no seguian una distribucidon normal (p<0,01).
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4.1. Transferencia

De los 173 casos analizados en esta tesis, en 162 se produjo la transferencia de al
menos un embrién. Sin embargo, en 11 casos no se obtuvieron embriones o éstos
no presentaban la calidad suficiente como para ser transferidos al Utero materno.
De forma que se quiso estudiar si existia alguna relaciéon entre los receptores o las
enzimas del RAS con respecto a si se habia producido o no transferencia
embrionaria. Los valores de las medianas, el tamafio muestral de cada uno de los
grupos, asi como la significacion obtenida en el test estadistico de U de Mann-
Whitney se muestran en la tabla 42.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas al analizar el porcentaje
de espermatozoide positivos para APN con respecto a si se habia producido
transferencia embrionaria o no (p<0,01) (Figura 48C). Lo que indica, que los casos
en los que se producen transferencias embrionarias se asocian con muestras
seminales con un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para APN. Sin
embargo, no se observd ninguna otra relacion entre los demas elementos del RAS
analizados y si se habia producido o no la transferencia embrionaria (Figuras 47 y
48).

Transferencia

Transferencia AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
Si 84,58 (92) 72,23 (66) 21,04 (76) 749 (76) 90,01 (73) 3923 (73)
No 82,61 (5) 69,71 (60) 15,88 (5) 1597 (5) 86,42 (8) 5417 (8)
p (UMW) 0,493 0,704 0,814 0,074 0,025* 0,282

Tabla 42. valores de las medianas de los casos en los que hubo o no transferencia embrionaria, para
cada elemento del RAS estudiado en los espermatozoides. Entre paréntesis se especifica el nimero de
muestras incluidas en cada grupo. p: significacion bilateral resultante del test de U de Mann-Whitney.

180



Resultados

o
2

©
2

807

707

% espermatozoides AT2R-positivos

>

Transferencia

% espermatozoides PRR-positivos

o
)

®
Q

-]
Q

FN
Q

[N]
Q

Q

Transferencia

Figura 47. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) el AT2R y B) el PRR en funcién de si se

ha realizado la transferencia embrionaria o no.

607

% espermatozoides ACE-positivos

>

Transferencia

100

907

807

507

% espermatozoides APN-positivos
~
(=]

40

—_—

(@]

Transferencia

@ ACE/espermatozoide

APN/espermatozoide

D

5000

S
o
o
Q

%3
o
o
Q

[
=]
o
<

-
o
o
Q

Q

L]

.

|
Transferencia

12000

10000

8000

6000

4000

2000

i

T T
T

Si No
Transferencia

Figura 48. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) la tACE y B) la APN y los valores medios
de moléculas de C) tACE y D) APN por espermatozoide en funcion de si se ha realizado la transferencia

embrionaria o no. *diferencias significativas (p<0,05), **diferencias muy significativas (p<0,01).

181



Resultados

4.2. Transferencia en D+3 vs D+5-D+6

A continuacién, se analizaron tanto los receptores como las enzimas del RAS
estudiados en esta tesis, con respecto al dia en el que se habian realizado las
transferencias. De igual forma, los valores de las medianas de los componentes del
RAS analizados, el nimero de muestras incluidas en cada uno de los grupos, asi
como la significacion obtenida en el test estadistico de U de Mann-Whitney se
muestra en la tabla 43. No hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa
dependiendo del dia en que se realizd la transferencia (Figuras 49 y 50).

No obstante, aunque no llegd a obtener una significacion estadistica, si que se
observé que la diferencia entre el porcentaje de espermatozoides positivos para el
PRR en los distintos dias en los que se realizaron las trasferencias estaba muy cerca
de ser significativa (Figura 49B). Mostrando que las muestras seminales con mayor
porcentaje de espermatozoides positivos para este receptor tienden a generar
embriones que son transferidos en estadios de desarrollo embrionario temprano.

Dia de la transferencia

Transferencia AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
D+3 83,36 (26) 77,97 (11) 17,52 (8) 1549 (8) 87,24 (8) 5021 (8)
D+5-D+6 85,62 (66) 72,07 (78) 22,14 (68) 743(68) 90,01 (65) 3170 (65)

p (UMW) 0,120 0,052 0,181 0,257 0,392 0,072

Tabla 43. Valores de las medianas de los casos en los que la transferencia embrionaria fue realizada
en D+3 y en D+5-D+6, para cada elemento del RAS estudiado en los espermatozoides. Entre
paréntesis se especifica el nUmero de muestras incluidas en cada grupo. p: significacion bilateral
resultante del test de U de Mann-Whitney.
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183



Resultados

4.3. Embarazo bioquimico

Posteriormente, se analizd si existia alguna asociacion entre de los receptores o las
enzimas del RAS, y el resultado de la prueba de determinacién sérica de BhCG. La
evaluacidn en sangre de los niveles de esta hormona constituye una prueba de
embarazo bioquimica. En la tabla 44, se detallan los valores de las medianas de los
distintos componentes del RAS analizados, el nimero de embriones clasificados en
funcién de resultado de la prueba de embarazo, asi como la significacién obtenida
mediante el test de U de Mann-Whitney. Como se puede observar, no se encontrd
ninguna diferencia estadisticamente significativa (Figuras 51y 52).

Embarazo bioquimico

EmbarazoBQ  AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
Si 83,83(68)  71,93(63)  20,95(54)  758(54)  89,85(52) 4074 (52)
No 8539 (24)  74,22(26) 21,04(22)  746(22) 90,59 (21) 3043 (21)
p (UMW) 0,542 0,427 0,571 0,610 0,841 0,679

Tabla 44. Vvalores de las medianas de los casos en los que la determinacion sérica de B-hCG fue
positiva y negativa, para cada elemento del RAS estudiado en los espermatozoides. Entre paréntesis
se especifica el niUmero de muestras incluidas en cada grupo. p: significacidn bilateral resultante del
test de U de Mann-Whitney.
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Figura 51. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) el AT2R y B) el PRR en funcion del
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Figura 52. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) la tACE y B) la APN y los valores medios
de moléculas de C) tACE y D) APN por espermatozoide en funcion del resultado de la prueba de
embarazo mediante la determinacion sérica de la hormona BhCG. Si: resultado positivo; No: resultado
negativo o no embarazo.
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4.4. Implantacion

Seguidamente, se analizé si existia alguna relacién entre los receptores o las
enzimas del RAS estudiadas y la implantacién de los embriones transferidos.
Debido a la creciente tendencia a transferir un Unico embrién para evitar
embarazos multiples, en el andlisis de esta variable sélo se consideraron los casos
en los que se transfirid un Unico embrién. De forma que se consideré que el
embrién habia implantado cuando se observd un saco gestacional con latido
cardiaco, y por tanto implantacion; mientras que se considerd que no se habia
producido implantacidn cuando no se observd saco gestacional. En la tabla 45 se
especifican los valores de las medianas y el nUmero de embriones clasificados en
cada uno de los grupos segun si hubo implantacidn, asi como la significacion
obtenida mediante el test de U de Mann-Whitney para cada uno de los elementos
del RAS analizados en los espermatozoides. Como se puede observar, no se halld
ninguna diferencia estadisticamente significativa (Figuras 53 y 54).

Implantacion embrionaria

Implantacién AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
Si 84,86 (20) 68,23 (18) 18,70 (15) 1500(15) 90,13 (18) 4883 (18)
No 84,16 (17)  74,91(19)  20,73(19)  749(19) 90,59 (17) 3043 (17)
p (UMW) 0,903 0,153 0,986 0,231 0,792 0,235

Tabla 45. Valores de las medianas de los casos en los que se ha producido la implantacion tras la
transferencia embrionaria y en los que no, para cada elemento del RAS estudiado en los
espermatozoides. Entre paréntesis se especifica el nimero de muestras incluidas en cada grupo. p:
significacidn bilateral resultante del test de U de Mann-Whitney.
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Figura 53. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) el AT2R y B) el PRR en funcion del
resultado de si se ha producido la implantacién (si se ha observado saco gestacional con latido
cardiaco).

@ 60 .
a 60 . 4000
=
= o
2 s . .
- 2 3000
1] [«
‘?(J 407 N
=
2 £
° 307 5 2000
o
8 2
.g 20 E
g b 1000
o 107
3
= 0q 0
T T T T
A si No B si No
Implantacion Tasa de implantacion
o - .
g 100 . 12000
=
@ 10000
- o
3_ 95 3
-4 [+]
o N 80007
< g0 =
@ £
b=} 5 6000
R 85 &
.é ?‘j 4000
5807 <
[} 1 .
% 2000
o
R 75 e 0
T T T T
c Si No D Si No
Implantacion Implantacion

Figura 54. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) la tACE y B) la APN y los valores medios
de moléculas de C) tACE y D) APN por espermatozoide en funcién del resultado de si se ha producido
la implantacién.
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4.5. Gestacion clinica

Finalmente, el ultimo parametro analizado en este cuarto objetivo fue la gestaciéon
clinica. Al igual que en los apartados anteriores, se estudio si existia algun tipo de
relacién entre los receptores o las enzimas del RAS analizadas en los
espermatozoides, y la consecucién o no de una gestacidn clinica. Se considerd que
existia una gestacién clinica cuando se visualizd6 mediante ecografia el saco
gestacional con latido cardiaco. En la tabla 46 estan representados los valores de
las medianas, el nimero de embriones clasificados en cada uno de los grupos en
funcidén de si hay o no gestacién clinica, asi como la significacién obtenida mediante
el test de U de Mann-Whitney de cada uno de los elementos del RAS analizados en
los espermatozoides.

Tras estos analisis se evidencid, que no existian diferencias significativas entre los
grupos que terminaron en una gestacion clinica y los que no (Figuras 55y 56).

Gestacion clinica

Gestacion AT2R PRR tACE tACE/spz APN APN/spz
clinica

Si 83,83 (66) 71,69 (56) 19,40 (46) 746 (46) 90,12 (44) 4221 (44)
No 85,39 (26) 74,91 (33) 21,65 (30) 749(30) 89,87 (29) 2941 (29)
p (UMW) 0,480 0,386 0,869 0,962 0,822 0,411

Tabla 46. Valores de las medianas de los casos en los que hay o no gestacién clinica para cada
elemento del RAS estudiado en los espermatozoides. Entre paréntesis se especifica el nimero de
muestras incluidas en cada grupo. p: significacidn bilateral resultante del test de U de Mann-Whitney.
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Figura 56. Porcentajes de espermatozoides positivos para A) la tACE y B) la APN y los valores medios
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se ha conseguido gestacion clinica; No: no se ha producido gestacidn clinica.
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4.6. Resumen de los resultados del cuarto objetivo

Tras el andlisis de todos los datos referentes a los resultados de las TRA, se puede
determinar que los casos en los que se ha producido transferencia embrionaria,
independientemente del nimero de embriones transferidos, provienen de
muestras seminales que presentan unos porcentajes mas elevados de
espermatozoides positivos para la APN, que los casos en los que no se ha realizado
la transferencia embrionaria.

Mientras que el resto de parametros analizados referentes a los resultados de los
tratamientos de fecundacién in vitro, no mantienen ninguna asociacion con los
elementos del RAS estudiados en los espermatozoides.
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Discusion

La infertilidad se ha convertido en un problema médico y social de gran
importancia mundial, que actualmente afecta a un 15% de las parejas en edad
reproductiva (Mascarenhas et al., 2012; ESHRE, 2014). Por lo que el desarrollo de
las TRA supuso un hito en el tratamiento de estos problemas al aumentar las
posibilidades de éxito reproductivo (Khorram et al, 2001; Chemes y Alvarez
Sedo, 2012). Hoy dia, el analisis del semen constituye la Unica herramienta
diagndstica y prondstica para evaluar el estatus fértil del varén. Sin embargo,
presenta una serie de limitaciones, sobre todo en los casos de infertilidad de
origen desconocido (Guzick et al., 2001; Lewis, 2007; Garrido et al., 2008). En
estos casos, el uso de biomarcadores moleculares basados en la fisiologia
espermatica podria complementar los andlisis actuales mejorando el diagndstico
y tratamiento de la infertilidad masculina, o prediciendo los resultados de las TRA
(Samplaski et al., 2010). EI RAS es un sistema molecular que ha sido descrito en
los gametos masculinos humanos, en los que actua sobre distintas funciones
fisioldgicas (Vinson et al., 1997). En este sentido, el RAS estd implicado en la
regulacion de la fertilidad masculina operando a multiples niveles (Leung y
Sernia, 2003; Paul et al., 2006). El objetivo de esta tesis se ha centrado en
aumentar el conocimiento del papel del RAS en la fisiologia espermatica, asi
como en determinar su posible relacion con los pardmetros seminales y
embrionarios, y con los resultados de las TRA.

1. AT2R

La Ang Il ha sido descrita como el principal péptido bioactivo del RAS (De Gasparo
et al., 1999), estando implicada tanto en la funcién, como en el potencial
fecundante de los espermatozoides (Vinson et al., 1996; Gur et al., 1998; Sabeur
et al., 2000). Por una parte, la exposicion de las células espermaticas a Ang Il
aumenta el porcentaje de espermatozoides moviles, asi como su movilidad lineal
progresiva (Vinson et al., 1997). Mientras que por otra parte, este péptido ha
sido relacionado con los procesos de capacitacion y reaccidon acrosémica (Vinson
et al., 1996; Gur et al., 1998; Sabeur et al., 2000). Concretamente, la Ang Il ejerce
Su accion a través de su unién a los receptores AT1R y AT2R (De Gasparo et al.,
1999; Herr et al., 2013) que han sido localizados en diferentes partes del aparato
reproductor masculino (Vinson et al., 1997; Leung et al., 1997; Speth et al.,
1999). El AT1R ha sido descrito en las células germinales masculinas en desarrollo
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y en los espermatozoides maduros (Vinson et al., 1995a; Vinson et al., 1995b),
localizandose en el flagelo de los gametos masculinos humanos (Vinson et al.,
1995a). Sin embargo, a pesar de que el AT2R ha sido descrito en los
espermatozoides de ratéon (Wennemuth et al., 1999) y de que se ha sugerido su
presencia en los espermatozoides humanos (Kohn et al., 1998a), no hay ninguna
evidencia directa que demuestre su presencia en estos ultimos, asi como sus
posibles funciones. En este estudio se demuestra por primera vez la presencia
del AT2R en los espermatozoides humanos, asi como su implicacién en la
fisiologia de los mismos.

1.1. Descripcion del AT2R en los espermatozoides humanos

En primer lugar, se ha descrito la presencia del transcrito del AT2R en los
espermatozoides humanos. Considerando que el espermatozoide maduro es una
célula transcripcionalmente inactiva (Miller y Ostermeier, 2006a), es probable
gue este transcrito fuera expresado durante la espermatogénesis. Este hecho se
sustenta en los resultados de diversos estudios que describen la presencia de un
pool de RNAs en espermatozoides, cuya sintesis tuvo lugar durante las primeras
etapas de la espermatogénesis y que posteriormente, en la espermiogénesis,
fueron selectivamente retenidos y protegidos de su degradacion (Ostermeier et
al., 2005; Lalancette et al., 2008; Jodar et al., 2016). Aunque se desconoce la
funcién exacta que desempefian estos RNAs, se les han atribuido numerosas
acciones como: 1) ayudar en la compactacion de la cromatina, 2) participar en la
impronta génica, 3) ser traducidos a proteinas por los polisomas mitocondriales,
4) activar al cigoto durante las etapas tempranas del desarrollo embrionario y 5)
conferir el patrén espacial al embriéon temprano (Miller y Ostermeier, 2006a;
Miller y Ostermeier, 2006b; Lalancette et al., 2008; Goto et al., 2010). En este
sentido, el transcrito del AT2R presente en los espermatozoides podria haber
sido retenido selectivamente en el espermatozoide para participar en alguno de
estos procesos, o para ser traducido a proteinas esenciales para la fecundacion,
como ha sido observado en otros transcritos espermaticos (Ostermeier et al.,
2004; Chalbi et al., 2014; Jodar et al., 2016).

Por otra parte, también se ha demostrado la presencia de la proteina del AT2R
en espermatozoides humanos. Mediante western blot se detectaron dos bandas
de diferentes pesos moleculares, 53 KDa y 56 KDa en los gametos masculinos
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humanos, mientras que en el tejido renal humano Unicamente se detecté una
banda de 50 KDa. Esta banda de 50 KDa hallada en el control positivo, concuerda
con los resultados obtenidos en estudios previos realizados tanto en células
renales humanas, como en otros tipos celulares de origen humano (Jurewicz et
al., 2007; Dolley-Hitze et al., 2010), confirmando de esta forma, la especificidad
de las bandas. Por otra parte, diversos estudios demuestran que en las muestras
espermaticas no resulta inusual obtener bandas de diferentes pesos moleculares
a las halladas en otros tipos celulares (Naz y Sellamuthu, 2006). Alun asi, serian
necesarios posteriores estudios que estudiasen la posible existencia de isoformas
especificas testiculares del AT2R.

Posteriormente, la presencia del AT2R en los espermatozoides humanos fue
confirmada mediante citometria de flujo e inmunocitoquimica. En concreto se
determiné la presencia del AT2R aproximadamente en un 80% de los
espermatozoides, siendo este porcentaje similar en ambas técnicas. En cuanto a
la localizacién del AT2R en los espermatozoides, se observd un intenso marcaje
en el segmento ecuatorial/postacrosomal de la cabeza espermatica. Este tipo de
marcaje es distinto al observado en ratones, donde el AT2R se localiza en la
region acrosomal de la cabeza espermdtica (Wennemuth et al.,, 1999). Estos
distintos patrones de inmunomarcaje también han sido descritos en otras
proteinas, mostrando una localizacién especifica de especie (Rago et al., 2014).
Esta localizacion en el segmento ecuatorial/postacrosomal de la cabeza
espermatica coincide con la de otros componentes de distintos sistemas de
sefializacion molecular. Como por ejemplo, el receptor p-opioide (MOR)
(Agirregoitia et al., 2006), la pro-encefalina (PENK) (Subiran et al., 2012), el
receptor de estrégenos a (ERa) (Solakidi et al., 2005), o el receptor de acido Y-
aminobutirico (GABA) (Calogero et al., 1999), y de otras proteinas presentes en la
cabeza del espermatozoide como el receptor del factor de crecimiento similar a
insulina (IGF1) (Henricks et al., 1998), las cuales estan implicadas en la regulacién
de funciones esenciales en los espermatozoides, como la movilidad espermatica
o el proceso de fecundacién (Solakidi et al., 2005). Lo que sugiere que el AT2R
podria estar implicado en alguno de estos procesos.

En resumen, este trabajo describe por primera vez la presencia del AT2R en los
espermatozoides humanos tanto a nivel génico, como proteico. Ademas, el AT2R
se encuentra expresado en un elevado porcentaje de los gametos masculinos, en
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los que se localiza principalmente en la regidon ecuatorial/postacrosomal de la
cabeza espermatica.

1.2. Relacion con los parametros seminales

Uno de los primeros objetivos planteados fue analizar los porcentajes de
espermatozoides que presentaban el AT2R en su superficie para determinar si
mantiene alguna relacion con los pardmetros seminales bdasicos (volumen,
concentracidon y movilidad). Estos analisis tenian el propédsito de evaluar su
posible uso como biomarcador espermatico de calidad seminal.

Los resultados obtenidos muestran que el porcentaje de espermatozoides
positivos para el AT2R se correlaciona positiva y significativamente con la
movilidad progresiva de las muestras seminales, tanto en fresco como tras ser
procesadas. De manera, también se vio una correlacién negativa significativa con
el porcentaje de espermatozoides inmdviles de las muestras en fresco vy
procesadas. Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos por otros
autores, que observaron que sus ligandos endégenos, Ang | y Il, producen un
aumento del porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva, al igual
gue aumentan la movilidad progresiva lineal (Vinson et al., 1995b; Vinson et al.,
1996).

Ademads, se ha observado una correlacién positiva significativa entre el
porcentaje de células que expresan este receptor con la concentracion y el
volumen de las muestras procesadas. Estas correlaciones podrian deberse a la
forma de procesar las muestras seminales para usar en la ICSI. Ya que a la hora
de seleccionar y coger un Unico espermatozoide para microinyectar es preferible
trabajar con concentraciones diluidas de espermatozoides (Matorras y
Hernandez, 2007). En este sentido, para conseguir que la muestra esté menos
concentrada se aumenta el volumen del medio en el que se resuspenden los
espermatozoides recuperados. Esto supone que cuanto mejores son las muestras
en fresco, tras su recuperacion estas van a tener un mayor volumen y/o
concentracién espermatica. Lo que concuerda con las correlaciones positivas que
se observan con la concentraciéon de las muestras en fresco y procesadas.
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Con el objetivo de determinar el posible valor del AT2R como marcador
diagndstico o prondstico de patologias seminales, también se analizd su relacion
con las distintas etiologias seminales descritas por la OMS (OMS, 2010). Al
analizar el porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R vy las diferentes
patologias seminales, se observd que los varones astenozoospérmicos
presentaban un menor porcentaje de espermatozoides positivos para el AT2R
qgue los varones normozoospérmicos, y que los teratozoospérmicos. Estos
resultados concuerdan con el hecho de que el receptor se encuentre
positivamente relacionado con la movilidad, ya que la astenozoospermia se
define como una patologia seminal debida a un bajo porcentaje de
espermatozoides moviles en el eyaculado. Lo que hace que esta patologia sea
una de las principales causas de infertilidad, ya a que los espermatozoides
inmoviles son incapaces de alcanzar al oocito y penetrar en él con normalidad
(Chemes y Alvarez Sedo, 2012). Ademas, estos resultados concuerdan con los
obtenidos en estudios previos en los que se observd que la expresion del AT2R
puede verse alterada en determinadas condiciones patoldgicas (lwai y Horiuchi,
2009). No obstante, el bajo nimero de casos incluidos en los grupos de pacientes
astenozoospérmicos y oligozoospérmicos, probablemente debido a los criterios
de inclusiéon, puede resultar un factor limitante a la hora de hallar diferencias
mas significativas. Teniendo en cuenta estas observaciones, serian necesarios
posteriores estudios que incluyeran un mayor nimero de casos que permitiesen
comprobar la magnitud de estas observaciones encontradas.

Tras observar que los porcentajes de espermatozoides que presentan el AT2R en
su membrana son inferiores en los pacientes astenozoospérmicos en
comparacién con los normozoospérmicos, se creyé que esta proteina podia ser
un factor determinante en la movilidad espermdtica. Razén por la cual, se
procedid a evaluar si el AT2R poseia valor predictivo para diferenciar de forma
objetiva, muestras astenozoospérmicas de normozoospérmicas. El andlisis de la
curva ROC mostré que efectivamente, este receptor tiene valor predictivo para
diferenciar las muestras con estas etiologias. Asi, las muestras con un porcentaje
de espermatozoides positivos para el AT2R superior al 72,51%, tendrian una
sensibilidad del 95,6%, es decir, de diferenciar muestras seminales de pacientes
normozoospérmicos, y una especificidad del 75%, es decir de diferenciar
muestras de pacientes astenozoospérmicos. A pesar de ello, su aplicacién en la
practica clinica diaria resultaria muy limitada, ya que para alcanzar el mismo

199



Discusion

resultado resulta mas rapido, sencillo y econdmico realizar un andlisis seminal
tradicional (Garrido et al., 2008).

En resumen, los resultados obtenidos muestran que el AT2R se relaciona con
distintos parametros seminales como la concentraciéon y el volumen, aunque
principalmente se encuentra implicado en la regulacion de la movilidad
espermatica. Ademas se detectd una menor expresion del AT2R en pacientes
astenozoospérmicos en comparacion con los normozoospérmicos presentando
valor predictivo para diferenciar las muestras con estas etiologias. Estos
resultados sugieren que el AT2R puede ser considerado como un potencial
biomarcador de movilidad espermatica, y una herramienta atil para predecir el
estatus fértil del varén.

1.3. Relacion con los parametros embrionarios

En este apartado se quiso evaluar una posible influencia del AT2R espermatico en
las tasas de fecundacidon asi como en el desarrollo embrionario. Para ello, se
analizé si el porcentaje de espermatozoides que presentaban el AT2R en su
superficie mantenia alguna relacidn con las tasas de fecundacidn oocitaria, con
alguno de los pardmetros que se examinan de forma rutinaria en la
determinacién de la calidad embrionaria de los embriones tempranos (D+2 vy
D+3), de los embriones en fases mds avanzadas del cultivo in vitro (D+5y D+6), o
con el destino final de los embriones.

1.3.1. Fecundacion del oocito

Las caracteristicas moleculares del espermatozoide juegan un papel fundamental
en el proceso de fecundacidn, lo que supone que no todos los oocitos maduros
resultan ser fecundados (Chan et al., 1993; Barroso et al., 2009; Govindaraju et
al., 2012). Teniendo en cuenta esto, el siguiente objetivo fue evaluar el posible
uso del AT2R como biomarcador espermdtico predictivo de la capacidad
fecundante.

En el presente estudio se observé que el porcentaje de espermatozoides
positivos para el AT2R se correlaciona positiva y significativamente con las tasas
de fecundacion obtenidas en la técnica de FIV. Esto es consistente con el hecho
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de que el AT2R esté implicado en la movilidad espermatica, ya que diversos
trabajos avalan como el uso en las TRA de espermatozoides con buena
movilidad, mejora las tasas de fecundacién (Bhilawadikar et al., 2013). Por otra
parte, el hecho de que no se vea ninguna relacién con las tasas de fecundacion
obtenidas tras la técnica de la ICSI, ratifica que una buena movilidad es
importante para la fecundacion mediante la técnica de FIV. A pesar de este
resultado, el bajo nimero de casos en los que se llevado a cabo esta técnica
puede resultar un factor limitante a la hora de hallar diferencias mas
significativas. Aunque se considera necesaria la realizaciéon de futuros
experimentos que corroboren estos datos, los resultados obtenidos en este
estudio indican que el AT2R podria ser usado como biomarcador de seleccién
para el éxito en las tasas de fecundacién mediante la técnica de FIV.

1.3.2. Desarrollo embrionario temprano

Hoy en dia se sabe que tanto el AT2R, como la Ang Il participan en los procesos
de desarrollo embrionario (Tebbs et al., 1999; Pijacka et al., 2012). Por otra
parte, el AT2R estd implicado en la movilidad, y el uso en las TRA de
espermatozoides con buena movilidad, mejora la calidad embrionaria
(Bhilawadikar et al., 2013). Debido a ello, en este apartado se ha analizado si el
porcentaje de espermatozoides que presentan el AT2R influye en los indicadores
morfolégicos y morfocinéticos embrionarios, con el objetivo de evaluar su
posible uso como biomarcador espermatico prondstico o diagndstico de la
calidad embrionaria.

De forma rutinaria, en los laboratorios de embriologia humana se trabaja con
una serie de variables que proporcionan informacion del estado y de la
evolucién de los embriones, asi como de su potencial de implantacion (ASEBIR,
2008; ASEBIR, 2015). En D+2 y D+3 de desarrollo, en la asignacion de la calidad
embrionaria se tienen en cuenta una serie de parametros morfocinéticos entre
los que destacan el nimero de células y ritmo de division embrionaria, la
fragmentacién, y la simetria o desigualdad del tamafio de los blastomeros. El
sistema de gradacién embrionaria propuesto por ASEBIR establece un sistema de
4 categorias (A, B, C o D), divididas en funcién del potencial implantatorio
esperado (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015). Considerandose como embriones de
buena calidad los correspondientes a las calidades A y B, los embriones de
calidad subdptima los clasificados con calidad C, y los de mala calidad los
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pertenecientes a la categoria D (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and
ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Esta clasificacién supone
que, la calidad embrionaria es un indicador predictivo del éxito del tratamiento.

En el presente estudio, el porcentaje de embriones de buena calidad en D+2 se
sitia en torno al 73,69%, para descender en D+3 al 54,42%. Esta disminucién del
numero de embriones de buena calidad seglin avanza el desarrollo embrionario
concuerda con los datos descritos por otros autores (Hardy et al., 2001;
Mantikou et al., 2013).

Los resultados de esta tesis muestran diferencias entre el porcentaje de
espermatozoides que presentan el AT2R en su superficie y las diferentes
calidades embrionarias. En D+2 se observan diferencias entre los embriones de
buena calidad (calidad B) y los de calidad subdptima (calidad C). Estas diferencias
podrian ser debidas en parte a la fragmentacién que presentan los embriones
(ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015) ya que el AT2R mantiene una correlacion positiva
con la fragmentacidn de la cohorte embrionaria. Por otra parte, al examinar la
relacién entre el AT2R y las calidades embrionarias en D+3, también se observan
diferencias significativas entre los embriones de mayor calidad (calidades Ay B) y
los de calidad subdptima (calidad C). A pesar de ello, no se ve ninguna relacién
con los pardmetros de numero de células, fragmentacién o simetria embrionaria.
Lo que supondria que estas diferencias podrian deberse a otros parametros
embrionarios que se tienen en cuenta para la asignacién de estas calidades como
la multinucleacién o la presencia de vacuolas (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015).

1.3.3. Desarrollo embrionario avanzado. Estadio de blastocisto

Durante el desarrollo embrionario humano in vitro, se considera que un embrién
alcanza el estadio de blastocisto en D+5 o D+6, aunque este rango de tiempo
puede variar dependiendo del sistema de cultivo utilizado (ASEBIR, 2008).
Conforme a los acuerdos alcanzados en el Consejo de Estambul sobre la
evaluacién de los embriones, el sistema de gradacién de los blastocistos debe
resultar de una combinacién entre su evolucién y la valoracién de la masa celular
interna (MCl) y el trofoectodermo embrionario (TE) (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011).
Una de las clasificaciones propuestas sobre el estadio de evolucién de los
blastocistos, establece distintas categorias acordes a su evolucién. Asi, los
blastocistos pueden ser clasificados como: blastocisto temprano (BT), blastocisto
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cavitado o en expansidén (BC), blastocisto expandido (BE), y blastocisto en
eclosiéon o en fase de hutching (BHi) (Machtinger y Racowsky, 2013).

Debido a la complejidad del sistema de valoracidn de los blastocistos, en el que
ademas de su estadio de evolucidn se realiza una valoracion de la MCl y del TE,
en este estudio Unicamente se tuvo en cuenta el estadio de evolucion en el que
se encontraban los embriones tanto en D+5, como en D+6. Ademas, también se
tuvieron en cuenta los embriones que se mantuvieron en cultivo y que tenian un
desarrollo mas lento, que se habian quedado en fase mérula compacta (MC) o
cuyo desarrollo se habian bloqueado o habian degenerando (NV). De igual forma,
se quiso evaluar la relacién del AT2R con los embriones que habiendo llegado a
estadio de blastocisto, en D+5 y D+6, habian sido considerados finalmente como
viables o no viables.

Tras analizar la relacidén existente entre el porcentaje de espermatozoides que
presentaban el AT2R en su superficie con la evolucién embrionaria, no se
observé ninguna diferencia entre los porcentajes de espermatozoides que
presentan el AT2R en su membrana y los distintos estadios de evolucidon en D+5 y
D+6. A pesar de que estudios previos muestran que el eje Angll/AT1R/AT2R/ACE
estd implicado en la evolucién de los embriones en estadios avanzados del
desarrollo. Ya que el bloqueo de los receptores de Ang I, favorece la eclosion de
los embriones, es decir, que los embriones progresen en su desarrollo (Pijacka et
al., 2012). Sin embargo, si se obtuvieron diferencias significativas entre el
porcentaje de espermatozoide que presentan el AT2R y la viabilidad de los
blastocistos en D+5, observandose una relacidn positiva entre el porcentaje de
espermatozoides positivos para el AT2R y la viabilidad de los blastocistos
generados. Estos datos concuerdan con el hecho de que el AT2R puede
desempefiar un papel protector durante el desarrollo temprano, aumentando las
posibilidades de supervivencia del embridon (Pijacka et al., 2012), sugiriendo que
el AT2R presente en espermatozoides podia también estar implicado en la
viabilidad embrionaria. Teniendo en cuenta éstos resultados, se evalud si el AT2R
poseia valor predictivo para diferenciar de forma objetiva, los blastocistos viables
de los no viables. Sin embargo, el analisis de la curva ROC mostré que este
receptor no tiene valor predictivo en la determinacién de la viabilidad de los
blastocistos.
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En dltimo lugar, se quiso valorar si el porcentaje de espermatozoides que
presentan el AT2R en su membrana tenia alguna relaciéon con la generacion de
embriones que finalmente fueron transferidos, criopreservados o descartados.
Una vez realizada la transferencia, cuando quedan embriones de buena calidad
estos son criopreservados (Ley 14/2006, 2006), mientras que los embriones que
no alcanzan una calidad 6ptima, han visto bloqueado su desarrollo o han
degenerado son descartados. Este analisis mostré que el AT2R presente en los
espermatozoides no tiene ninguna relacién con el destino final de los embriones
gue generan.

En resumen, el AT2R podria ser usado como biomarcador de la fecundacién
mediante la técnica de FIV. Ademas, se han hallado diferencias entre el
porcentaje de espermatozoides que presentan el AT2R en su superficie y las
diferentes calidades de los embriones tempranos, encontrandose estas
diferencias entre los embriones de buena calidad con los de calidad subdptima.
Lo que deja ver que la presencia de un menor niumero de espermatozoides que
expresan el AT2R en su membrana es beneficiosa para la calidad de los
embriones. En este sentido, mientras que en D+2 estas diferencias pueden ser
debidas en parte a la fragmentacion que presentan los embriones, en D+3
podrian deberse a otros pardmetros morfolégicos embrionarios que no han sido
analizados individualmente en este estudio. Sin embargo, el AT2R no tiene
relacion con la evolucion de los embriones en fases mds avanzadas del cultivo in
vitro, pero podria estar contribuyendo de forma positiva en la viabilidad
embrionaria. El hecho de que la proteina del AT2R se asocie con el desarrollo
embrionario, demuestra que no solo fallos a nivel de la cromatina o del mRNA
puedan afectar a la competencia y desarrollo embrionarios (Ostermeier et al.,
2005; Meseguer et al., 2011; Piotrowska-Nitsche y Chan, 2013), sino que también
las proteinas podrian estar participando en el desarrollo incluso en estadios
previos a la activacién gendmica paterna (Barroso et al., 2009).

1.4. Relacion con los resultados de las TRA

La principal finalidad de las TRA es la consecucion de un recién nacido vivo sano
(Van den Abbeel et al., 2013). Sin embargo, una de las complicaciones mas
importantes de estas técnicas, es el embarazo multiple. Lo que supone riesgos
médicos (tanto perinatales como neonatales) e importantes consecuencias
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socioecondmicas (Matorras y Hernandez, 2007). La transferencia de un Unico
embridén es una solucién efectiva que minimiza la incidencia de embarazos
multiples (Matorras y Hernandez, 2007; Ruvolo et al., 2013). Considerando que
hay que transferir un sélo embridn, la seleccidn de este es crucial. Actualmente
no hay ningln biomarcador que permita predecir este resultado, ya que la Unica
herramienta disponible es la calidad del embrién a transferir (Machtinger y
Racowsky, 2013). Debido a esto, se estan llevando a cabo diversos estudios para
encontrar marcadores oocitarios, embrionarios o seminales que ayuden a
predecir el éxito de estos tratamientos (Alikani et al., 2000; Balaban et al., 2006;
Garrido et al., 2008; Meseguer et al., 2011).

Con el objetivo de determinar si el AT2R podria ser usado como biomarcador de
trasferencia de un Unico embridn, se relaciond el porcentaje de espermatozoides
gue presentan este receptor con diferentes resultados de las TRA como las tasas
de transferencia, embarazo bioquimico, implantacion, y gestacion clinica.

Los resultados de esta investigacion no muestran que el AT2R esté relacionado
con ninguna de estas variables analizadas. A pesar del hecho de que el AT2R esta
implicado en la invasidn de las células del TE en el utero (Williams et al., 2010),
proceso esencial para la implantacién embrionaria y el establecimiento de la
placenta (Williams et al., 2010; Pijacka et al., 2012). Sin embargo, no se puede
negar un posible efecto del AT2R con los pardmetros analizados, debido a que en
todos los casos los embriones transferidos fueron los que mejor calidad
presentaban, y por tanto, esta seleccion positiva podria resultar un factor de
sesgo en estos andlisis. Al igual que se ha propuesto en otros trabajos (Meseguer
et al., 2006), serian necesaria la realizacién de futuros estudios en ausencia de
esta seleccién embrionaria positiva para asociar estos parametros con los niveles
del AT2R.

A tenor de los resultados obtenidos en distintos estudios realizados con
donantes de oocitos que demuestran cémo ni la edad de la receptora ni las
posibles patologias afectan a los resultados de las TRA (Abdalla et al., 1997; Bodri
et al., 2007; Matorras y Hernandez, 2007). A la hora de analizar los resultados de
este estudio, no se han tenido en cuenta estos factores.
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2. PRR

Tradicionalmente se ha considerado a la Ang Il como el principal péptido
bioactivo del RAS. Sin embargo, con el descubrimiento de los RAS local e
intracelular, cada vez se estd teniendo mas en consideracién el papel efector de
la renina. Tanto la renina, como la prorrenina, pueden desencadenar distintos
efectos intracelulares, a través de su unién al PRR (Re, 2003). De igual forma, se
ha visto que el PRR se expresa en una gran variedad de células, entre las cuales
destacan las células del musculo liso, las células cardiacas, las neuronas, las
células endoteliales o los monocitos (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa,
2008). En cuanto a su papel en la fertilidad masculina, el liquido seminal humano
contiene prorrenina y renina activas en cantidades mayores que el plasma
sanguineo (Craven et al., 1981). Ademas, se ha observado una correlacion directa
entre el contenido de prorrenina seminal y la densidad y movilidad de los
espermatozoides (Mukhopadhyay et al., 1995), lo que sugiere que el PRR podria
estar presente en los espermatozoides humanos, pudiendo regular funciones
esenciales en la fisiologia espermdtica. Los resultados obtenidos en esta tesis,
muestran la existencia del PRR en los espermatozoides humanos, lo que a su vez
demuestra la presencia que el eje prorrenina-renina/PRR, asi como sus posibles
implicaciones en la fisiologia espermatica.

2.1. Descripcion del PRR en los espermatozoides humanos

Mediante el analisis de RT-PCR, se detectd la presencia del transcrito del PRR en
los espermatozoides humanos. Como se ha comentado anteriormente, y debido
a que los espermatozoides son células transcripcional y traduccionalmente
inactivas (Miller y Ostermeier, 2006a), probablemente el PRR pudo haberse
expresado y traducido durante la espermatogénesis. De igual manera, la
retenciéon selectiva del transcrito del PRR podria sugerir su participacion en la
compactacion de la cromatina, la impronta génica, activar al cigoto, conferir el
patrén espacial al embrién temprano o para ser traducido a proteina tras la
fecundacién, tal y como se ha descrito para otros transcritos (Miller y
Ostermeier, 2006a; Miller y Ostermeier, 2006b; Lalancette et al., 2008; Goto et
al., 2010).
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Por otra parte, también se ha comprobado su presencia a nivel proteico en los
espermatozoides humanos mediante inmunobloting, citometria de flujo e
inmunocitoquimica. La técnica de western blot mostré que la proteina del PRR
estaba presente en las células espermaticas. En estas células se detectd una
banda de 56 KDa, mientras que en el tejido renal humano se detectaron dos
bandas de diferentes pesos moleculares, 50 KDa y 70 KDa. A pesar de que el peso
tedrico para PRR es de 37 KDa, tras la clonacidn de ésta proteina transmembrana
se determind que su peso molecular real era de 45 KDa (Paul et al., 2006). Sin
embargo, distintos estudios muestran una disparidad en cuanto al tamafio de las
bandas observadas en distintos tipos celulares que oscilan entre 28 KDa y 74 KDa
(Yoshikawa et al., 2011; Clavreul et al., 2011; Yamamoto et al., 2013). Esto
explicaria la diferencia en tamafio de las bandas obtenidas en los
espermatozoides y el control positivo. Pero ademas, esto también puede ser
debido, a las diferentes isoformas descritas para este receptor (Nguyen, 2011).
Por otra parte, como se ha explicado con anterioridad, la deteccién de distintas
bandas entre las muestras de espermatozoides y las de otros tipos celulares es
un fendmeno bastante habitual (Naz y Sellamuthu, 2006).

Mediante citometria de flujo también se evidencid que este receptor esta
presente en los espermatozoides de origen humano, hallandose en
aproximadamente un 70% de las células analizadas. Las imagenes de
inmunocitoquimica confirmaron el porcentaje de espermatozoides positivos para
el PRR determinado mediante citometria de flujo, ya que en ambas técnicas se
observan valores similares. Por otra parte, se observé un intenso marcaje del PRR
en la parte frontal de la cabeza espermatica sobre la regidon acrosémica y en la
parte posterior de la cabeza, y un marcaje mas leve a lo largo de la cola. La
principal localizacién del PRR coincide con la de otros componentes de distintos
sistemas de sefializacién molecular como los receptores de chemoquinas 1,3y 5
(Isobe et al., 2002; Muciaccia et al., 2005), el receptor de progesterona (Jacob et
al., 1998; Wu et al., 2005), el receptor de la GnRH (Lee et al., 2000), o el receptor
del factor decapacitante (Gibbons et al., 2005), las cuales estan implicadas en la
regulacion de funciones esenciales en los espermatozoides, como la movilidad, la
chemotaxis, la capacitacién espermatica, la reaccién acrosémica y el proceso de
fecundacién (Naz y Sellamuthu, 2006). Teniendo en cuenta estos datos, el PRR
podria estar relacionado con un amplio abanico de procesos fisiolégicos que
participan en la fertilidad masculina.

207



Discusion

En resumen, este estudio describe por primera vez la presencia del PRR en los
espermatozoides humanos tanto a nivel génico, como proteico. Ademas, se
demuestra que este receptor se presenta en un elevado porcentaje de las células
germinales masculinas, en las que se localiza principalmente en la regidn frontal
de la cabeza espermatica sobre la region acrosémica y en la parte posterior de la
cabeza espermatica, y en menor medida a lo largo de la cola. Ademas estos datos
muestran por primera vez la presencia del eje prorrenina-renina/PRR en los
espermatozoides humanos, de forma que en las células espermadticas se
encuentran todos los ejes o vias en las que se que se divide el RAS, tanto la via
clasica como las alternativas, pudiendo ser todas ellas funcionalmente activas.

2.2. Relacion con los parametros seminales

Con el propdsito de evaluar su posible uso como biomarcador espermatico de
calidad seminal, se relacionaron los porcentajes de espermatozoides que
presentaban el PRR en su superficie con los pardametros seminales basicos. Los
resultados obtenidos muestran que la presencia de altos porcentajes de
espermatozoides positivos para el PRR, se correlacionan de forma negativa con la
concentracién, y de forma positiva con la movilidad no progresiva de las
muestras seminales tras ser procesadas. Estos datos sugieren que la presencia
del PRR tiene un efecto negativo sobre la fisiologia espermatica, ya que las
muestras que presentan un mayor porcentaje de espermatozoides positivos para
el PRR se recuperan menos espermatozoides y con peor movilidad. Esta relaciéon
negativa con la movilidad, también ha sido observada en otras proteinas como el
antigeno de membrana CD52 (Aboutorabi et al., 2014), el receptor p-opioide
(MOR) (Agirregoitia et al., 2006), la neprilisina (NEP) (Subirdn et al., 2010) o el
receptor canabinoide CB1 (Agirregoitia et al., 2010). Estos datos, por tanto,
sugieren que el PRR estaria afectando de forma negativa la capacidad fértil de los
espermatozoides. Ademas, también se estudid la relacién existente entre el
porcentaje de espermatozoides que presentaban el PRR en su superficie con las
distintas etiologias seminales descritas por la OMS (OMS, 2010), no
observandose ninguna relacién. Esto puede ser debido a que, como se ha
indicado previamente, el nimero de casos de las distintas etiologias analizadas
puede suponer un factor limitante a la hora del analisis, y por lo tanto de
encontrar diferencias relevantes. Por ello, se consideran necesarios futuros
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estudios que incluyan un mayor nimero de muestras de cada una de las
diferentes patologias seminales.

En definitiva, se puede establecer que el PRR esta relacionado negativamente
con la concentracion y movilidad de las muestras seminales. Sin embargo, no se
ha podido determinar ninguna relacidon entre la expresion del PRR y las
diferentes patologias seminales. Asi, estos datos sugieren que el PRR podria estar
implicado en la regulacién negativa de la movilidad espermatica, pero no podria
ser considerado como un biomarcador de patologia seminal

2.3. Relacion con los parametros embrionarios

El siguiente objetivo fue investigar si el porcentaje de espermatozoides que
presentaban el PRR en su superficie mantenian alguna relacién con las tasas de
fecundacién oocitaria, con alguno de los pardmetros de la calidad de los
embriones tempranos o en fases avanzadas de su desarrollo in vitro, o con el
destino final de los embriones.

2.3.1. Fecundacion del oocito

A pesar de que el PRR se relaciona de forma negativa con la movilidad y teniendo
en cuenta que una buena movilidad resulta indispensable para la fecundacion del
oocito (Bhilawadikar et al., 2013), en el presente estudio no se observd ninguna
correlacién entre el porcentaje de espermatozoides positivos para el PRR y las
tasas de fecundacion de los distintos tratamientos de fecundacioén in vitro. En
este sentido, el bajo nimero de ciclos en los que se llevado a cabo la técnica de
FIV, como se ha mencionado anteriormente, puede resultar un factor limitante a
la hora de encontrar alguna diferencia. Por lo que se cree necesario realizar
futuros estudios que incluyan un mayor nimero de casos.

2.3.2. Desarrollo embrionario temprano

Recientemente se ha descubierto que el PRR junto con el Wnt y el receptor
frizzled (complejo Wnt/FZ), son esenciales para la supervivencia celular y el
desarrollo embrionario (Balakumar y Jagadeesh, 2011). En concreto, el PRR ha
sido identificado como un adaptador entre la bomba H*-ATPasa (V-ATPasa) y el
complejo del receptor Wnt, participando en su via de sefializacién (Nguyen,
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2011; Binger y Muller, 2013). Teniendo en cuenta estos datos se quiso analizar si
el porcentaje de espermatozoides que presentan el PRR en su superficie influyen
en los pardmetros embrionarios, con el objetivo de evaluar su posible uso como
biomarcador espermatico de calidad embrionaria.

En D+2 de desarrollo el porcentaje de embriones de buena calidad corresponde
al 70,99%, y posteriormente en D+3 al 49,27%. Esta reduccién del nimero de
embriones de buena calidad segin va progresando el desarrollo embrionario
coincide con los datos obtenidos en otros estudios (Hardy et al., 2001; Mantikou
etal., 2013).

Los resultados de este estudio no muestran diferencias entre el porcentaje de
espermatozoides que presentan PRR en su superficie y las diferentes calidades
embrionarias en D+2 y D+3 de desarrollo. Esto coincide con los datos obtenidos
al analizar por separado el nimero de células, la fragmentacidn y la simetria,
donde tampoco se pudo observar que el PRR mantuviese ninguna correlacion
con estos parametros. Estos resultados sugieren que PRR espermatico no tiene
efecto sobre el desarrollo embrionario temprano.

2.3.3. Desarrollo embrionario avanzado. Estadio de blastocisto

Asimismo, se quiso evaluar si el PRR tenia alguna implicacién en las fases mas
avanzadas del desarrollo embrionario in vitro. Para ello, se relacioné con los
distintos estadios de evolucion embrionaria, con los embriones que habiendo
llegado a estadio de blastocisto habian sido considerados como viables o no
viables, y con el destino final de los embriones.

Tras analizar la relacién existente entre el porcentaje de espermatozoides que
presentaban el PRR en su superficie y la evolucion embrionaria, no se observo
ninguna diferencia entre los distintos estadios de evolucién en D+5. Sin embargo,
si se obtuvieron diferencias significativas entre el porcentaje de espermatozoides
gue presentan el PRR y la viabilidad de los blastocistos. Concretamente, se vio
gue un menor porcentaje de espermatozoides positivos para el PRR se asocia con
una mayor viabilidad de los blastocistos en D+5. Mientras que en D+6, se
observaron diferencias significativas entre los porcentajes de espermatozoides
que presentan el PRR en su membrana y los embriones en distintos estadios de
evolucién, pero no en la viabilidad embrionaria. Concretamente, las diferencias
entre los distintos estadios de evolucién, se daban entre los embriones
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degenerados o bloqueados y los blastocistos mas evolucionados. En general, las
muestras seminales con un menor porcentaje de espermatozoides positivos para
el PRR tienden a generar blastocistos con mayor viabilidad y embriones en
estadios del desarrollo mas evolucionados. Estos datos concuerdan con estudios
previos que indican que el PRR, mediante la formacion del complejo receptor
Whnt, estd implicado en el desarrollo embrionario y viabilidad celular (Nguyen,
2011; Balakumar y Jagadeesh, 2011; Binger y Muller, 2013).

Tras observar la existencia de diferencias significativas entre el porcentaje de
espermatozoides que presentan el PRR y la viabilidad de los blastocistos en D+5,
se decidid a evaluar si este receptor poseia valor predictivo para diferenciar de
forma objetiva, los blastocistos viables de los no viables. El analisis de la curva
ROC, mostrd que el PRR no tiene valor predictivo para diferenciar la viabilidad de
los blastocistos.

Finalmente, se evalué si el porcentaje de espermatozoides que presentan el PRR
en su membrana tenia alguna relacidn con la generacién de embriones que
finalmente fueron transferidos, criopreservados o descartados. Este analisis
mostré que la presencia del PRR en los espermatozoides no se relaciona con el
destino final de los embriones.

En conclusion, el PRR no tendria aplicacion como marcador prondstico del
potencial fecundante, del desarrollo embrionario temprano o del destino final de
los embriones. Sin embargo, altos niveles del PRR podrian influir de forma
negativa en la evolucidon de los embriones en fases avanzadas del cultivo
embrionario in vitro y en la viabilidad de los blastocistos.

2.4. Relacion con los resultados de las TRA

Con el objetivo de determinar si el PRR podria ser usado como biomarcador de
trasferencia de un Unico embridn o si influye en los resultados de las TRA, se
relaciond el porcentaje de espermatozoides que presentan PRR con las variables
de transferencia embrionaria, embarazo bioquimico, implantacién o gestacién
clinica.

Asi, los resultados de este estudio muestran como el PRR presente en
espermatozoides no se asocia con ninguna de estas variables. A pesar de ello, se
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ha sugerido que el PRR podria tener un papel clave en la invasién de la células del
TE en el utero materno, proceso esencial para la implantacion embrionaria
(Pringle et al., 2011). No obstante, no se puede negar un posible efecto del PRR
con los pardmetros analizados, ya que en todos los casos los embriones
transferidos fueron los de mejor calidad, pudiendo constituir un factor de sesgo
en estos analisis. Y al igual que se ha propuesto en otro estudio (Meseguer et al.,
2006), en ausencia de esta seleccion embrionaria, estos parametros podrian
asociarse con los niveles espermaticos del PRR.
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3. tACE

La tACE, ha sido detectada en los espermatozoides postmeidticos de distintas
especies, incluido el hombre (Vanha-Pertulla et al., 1985; Brentjens et al., 1986;
Dobrinski et al., 1997), en los que esta presente tanto a nivel génico como
proteico. En los espermatocitos y espermatozoides maduros humanos (Pauls et
al., 2003; Li et al., 2014) la tACE se localiza principalmente en la membrana
plasmatica de la regiéon acrosomal, en el segmento ecuatorial, en la regidn
postacrosomal y en la pieza intermedia (Ganong, 1995; Kohn et al., 1998b).
Ademads, se ha visto que sus niveles varian durante las diferentes fases del
proceso de fecundacidn, observandose que parte de la tACE es eliminada de la
superficie de los espermatozoides durante el proceso de capacitacién,
aumentando asi su capacidad de unidén a la ZP del oocito (Kohn et al., 1995;
Kamata et al, 2001; Pan et al., 2013). Este hecho podria explicar que el
porcentaje de espermatozoides en los que se ha detectado la tACE en este
estudio sea aproximadamente un 25%, ya que éstos provenian de muestras
procesadas.

El mecanismo a través del cual la tACE participa en la funcidn espermatica
todavia no se conoce en detalle, aunque, distintos estudios han mostrado su
implicacion en la movilidad, la capacitacidn, la reaccién acrosémica, y en la
capacidad fecundante in vitro (Singh et al., 1985; Foresta et al., 1987; Foresta et
al., 1991; Kohn et al., 1995). Estudios realizados en animales, demostraron que la
eliminacidn del gen de la tACE no influye en el numero de espermatozoides, en
su morfologia o en su movilidad, pero si que causa anomalias en la unidn del
espermatozoide a la zona pellcida del oocito (Hagaman et al., 1998). En la
presente tesis se describe la relacion que la tACE mantiene con los pardmetros y
etiologias seminales, con la fecundacién, asi como su implicacién en el desarrollo
y viabilidad embrionarias.

3.1. Relacidn con los parametros seminales

El primer objetivo propuesto fue evaluar el posible papel de la tACE como
biomarcador espermatico de calidad seminal. Para ello, se tuvieron en cuenta los
porcentajes de espermatozoides que presentaban la tACE en su superficie, al
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igual que el nimero medio de moléculas de tACE por espermatozoide, ambos
medidos mediante citometria de flujo. Estos datos se relacionaron con los
parametros seminales bdsicos de volumen, concentracion y movilidad. En cuanto
al porcentaje de espermatozoides positivos para la tACE, éste Unicamente se
correlaciona de forma positiva con la movilidad no progresiva de las muestras
seminales en fresco. Sin embargo, al analizar el nUmero medio de moléculas de
tACE por espermatozoide se observaron correlaciones con los tres pardmetros
seminales. Por un lado, la media de esta enzima por espermatozoide
correlaciona de forma positiva con la movilidad no progresiva de las muestras
tras ser procesadas. Mientras que por otro lado, se correlaciona de forma
positiva con el volumen de las muestras en fresco, y de forma negativa con la
concentracién de las muestras procesadas. Esto puede ser debido a que cuanto
mejores son las muestras en fresco, tras su recuperacién estas van a tener un
mayor volumen y/o concentracion espermatica (Balaban et al., 2014; Malvezzi et
al., 2014). El hecho de que la tACE se asocie a muestras seminales de baja
calidad, ya que se correlaciona de forma negativa con el porcentaje de
espermatozoides moviles progresivos de las muestras seminales, concuerda con
la obtencidn de una menor concentracion espermatica, independientemente del
volumen inicial de la muestra en fresco. Asi, los espermatozoides que presentan
un mayor numero de moléculas de esta enzima en su superficie se relacionan
con una menor concentracidn espermatica y una mayor movilidad no progresiva,
indicando que la tACE estaria afectando de forma negativa a estos parametros
seminales. Esta relacidon negativa de tACE con la movilidad y la concentracién
concuerda con lo observado por otros autores (Siems et al.,, 1991; Kohn et al.,
1998a; Shibahara et al., 2001) y es consistente con el hecho que la tACE sea
eliminada durante el proceso de capacitacion (Kohn et al., 1995; Kamata et al.,
2001; Pan et al., 2013) para aumentar su capacidad de unién a la ZP (Kamata et
al., 2001).

Ademas de los pardmetros seminales basicos, también se estudid si la tACE
mantenia algun tipo de relacion con las distintas etiologias seminales analizadas.
Para asi, poder determinar su posible valor como marcador diagndstico de dichas
patologias. Aunque no se observé ninguna relacion entre las etiologias seminales
y los porcentajes de espermatozoides que presentaban la tACE en su superficie o
el nimero medio de moléculas de tACE por espermatozoide, si que se vio que los
pacientes oligozoospérmicos tendian a presentar mayores porcentajes de
espermatozoides positivos para esta enzima que el resto de pacientes con otras
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etiologias. Lo que concuerda con lo observado previamente en otro estudio,
donde varones Nnormozoospérmicos en comparacion con
oligoastenozoospérmicos, presentaban menores cantidades de tACE en su
membrana, sugiriendo que la eliminacion de la tACE de la membrana
espermatica es un proceso que sucede de forma fisioldgica en estas células para
adquirir la capacidad fecundante (Shibahara et al., 2001). Sin embargo, el bajo
numero de casos de cada una de las etiologias en este estudio podria suponer un
factor limitante a la hora del analisis, por lo que futuros estudios serdn
necesarios para demostrar de forma mas contundente esta tendencia.

En conclusion, estos datos confirman que la tACE estd relacionada con los
parametros seminales de concentracion, volumen y movilidad espermatica.
Curiosamente, los resultados obtenidos muestran que mientras la presencia o
ausencia de la tACE no mantiene ninguna relacidn con estos parametros
seminales, los niveles de la tACE por espermatozoide si que estan asociados con
dichos parametros. De forma que, para que haya una buena calidad seminal
resulta mas importante el nimero de moléculas de tACE que su presencia o
ausencia. Por otra parte, no se ha podido determinar ninguna relacién entre la
tACE vy las diferentes patologias seminales, ni al considerar el numero de
moléculas por espermatozoide, ni al considerar el porcentaje de
espermatozoides positivos para dicha enzima. No obstante, en relacién a dichas
patologias se necesitarian posteriores estudios mas detallados que aporten unos
resultados mas consistentes.

3.2. Relacidn con los parametros embrionarios

Al igual que con los receptores del RAS estudiados, se quiso estudiar si la tACE
mantenia alguna relacién con las tasas de fecundacidn, con la calidad de los
embriones tempranos, con la viabilidad de los blastocistos o con el destino final
de los embriones. En este caso, no sélo se tuvieron en cuenta los porcentajes de
espermatozoides que presentaban la tACE en su superficie, sino también el
numero medio de moléculas de tACE por espermatozoide.
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3.2.1. Fecundacion del oocito

La tACE ha sido descrita como una molécula esencial para la fecundacién, y como
ya se ha comentado, fallos en la fecundacién pueden ser debidos al uso de
espermatozoides con defectos moleculares (Li et al, 2014). Uno de estos
defectos moleculares podria ser la ausencia de esta proteina, como quedd
demostrado en experimentos con animales knock-outs para la tACE donde se vio
que estos animales eran infértiles (Hagaman et al., 1998; Fuchs et al., 2005). Por
otra parte también se ha observado que los varones que presentan mutaciones
en el gen que codifica para la tACE y que resultan en proteinas no funcionales,
son infértiles (Li et al., 2014). Todos estos datos demuestran que la tACE esta
directamente asociada con la fertilidad del varén (Foresta et al., 1991; Shibahara
et al., 2001; Li et al, 2014). Sin embargo, los resultados obtenidos en este
estudio, no muestran ninguna correlacion entre la tACE y las tasas de
fecundacidn, ni al analizar la presencia/ausencia de la enzima, ni al analizar la
media de moléculas de enzima por espermatozoide. Se ha descrito que los
espermatozoides necesitan poseer diferentes caracteristicas moleculares
dependiendo de si se trata de concepcién natural o asistida, e incluso si es
mediante TRA, dichas caracteristicas moleculares también difieren dependiendo
de si la técnica usada es IA, FIV o ICSI. Asi, estos requerimientos moleculares
espermaticos van variando, siendo mayores cuanto mas se asemeje a la
fecundacidn natural (Garrido et al., 2008; Garrido et al., 2013). En este sentido, el
hecho de que la tACE sea una molécula esencial tanto para la reaccién
acrosomica (Foresta et al., 1991), como para la unién del espermatozoide a la ZP
(Hagaman et al., 1998) podria explicar la ausencia de relacién con las tasas de
fecundacién mediante la técnica de la ICSI. Ya que durante la realizacién de esta
técnica se obvian estos pasos al inyectar directamente el espermatozoide en el
oocito. Por otra parte, el hecho de no encontrar ninguna relacion entre las tasas
de fecundacion mediante la técnica de FIV y la tACE, podria ser debido al bajo
numero de ciclos en los que se ha realizado esta técnica, lo que podria constituir
un factor limitante. Debido a ello, serian necesarios posteriores estudios para
demostrar de forma mds consistente esta relacion.

3.2.2. Desarrollo embrionario temprano

La tACE aparece en las células espermatogénicas postmeidticas y su expresion
aumenta rapidamente en las subsiguientes etapas del desarrollo espermatico
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(Pauls et al., 2003). Por otra parte, su enzima homadloga en el resto de tejidos, la
sACE, se expresa en las células germinales durante el desarrollo fetal, sugiriendo
gue podria desempenar algin papel en el desarrollo de las células germinales
humanas y/o en la ontogenia (Pauls et al., 2003; Franke et al., 2003). Ademas,
estudios sobre el desarrollo embrionario han demostrado que la Ang Il actua
como un factor de crecimiento, siendo ademas producida por el propio embridn
al principio de la gestacidon. Lo que coincide con el aumento la actividad de la
SACE de los tejidos embrionarios conforme progresa el embarazo (Pijacka et al,,
2012). Todos esos datos sugieren que la sACE podria estar implicada en el
desarrollo y evolucién celular y/o embrionaria. Debido a que los
espermatozoides presentan exclusivamente la isoforma testicular, se quiso
analizar si la tACE también podria ejercer alguna funcidon en el desarrollo del
futuro embridén. Especialmente, se ha querido estudiar si la tACE influye en los
parametros embrionarios, con el objetivo de evaluar su posible uso como
biomarcador espermatico de la calidad embrionaria.

El porcentaje de embriones de buena calidad en D+2 es del 71,97%, mientras que
en D+3 este porcentaje se reduce hasta el 48,50%. Esta disminucidn del numero
de embriones de buena calidad conforme avanza el desarrollo embrionario
concuerda con los datos descritos por otros autores (Hardy et al.,, 2001;
Mantikou et al., 2013).

Los resultados de esta tesis muestran que los grupos de embriones de distinta
calidad provienen de muestras seminales con diferentes porcentajes de
espermatozoides positivos para la tACE. Concretamente, en D+2 se observaron
diferencias entre los embriones de buena calidad (calidades A y B) y los de mala
calidad (calidad D), siendo menor el porcentaje de espermatozoides que
presentan la tACE en los embriones de peor calidad. Por otra parte, al analizar
por separado el numero de células, la fragmentacién y la simetria, se pudo ver
como la tACE no mantiene ninguna relacién con estos parametros. Lo que
sugiere que las diferencias en la calidad embrionaria podrian ser debidas a otros
parametros no tenidos en cuenta en este estudio, como la multinucleacién o la
presencia de vacuolas (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015). De igual manera en D+3, al
analizar el porcentaje de espermatozoides positivos para esta enzima con los
grupos de embriones correspondientes a las distintas calidades, se observaron
diferencias entre los embriones de buena calidad (calidad A) y los de calidad
subdptima (calidad C) con el grupo de embriones de mala calidad. Tras estudiar
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los pardmetros de numero de células, fragmentacién y simetria, se vio que estas
diferencias podrian ser debidas en parte a la fragmentacién que presentan los
embriones (ASEBIR, 2008; ASEBIR, 2015) vya que el porcentaje de
espermatozoides positivos para esta enzima mantiene una correlacidn negativa
con la fragmentacion de la cohorte embrionaria en D+3.

Por otra parte, al analizar la relacion entre la media de enzimas por
espermatozoide tanto con las distintas calidades embrionarias, como con los
parametros individuales de nimero de células fragmentacién o simetria en D+2 y
en D+3, no se observd ninguna diferencia o correlacion significativa.

En resumen, la presencia de tACE en los espermatozoides estaria influyendo en
la calidad de los embriones tempranos, independientemente de los niveles de
dicha enzima en los espermatozoides. Estos resultados, ademas, refuerzan el
papel del espermatozoide en el desarrollo embrionario incluso antes de que la
magquinaria traduccional del embrién sea activada, cambiando la concepcion de
qgue el espermatozoide es un mero vehiculo para transportar el DNA paterno
(Meseguer et al., 2006).

3.2.3. Desarrollo embrionario avanzado. Estadio de blastocisto

En segundo lugar, se quiso evaluar la relacion de la tACE con la evolucion de los
embriones, la viabilidad de los blastocistos en etapas mas avanzadas del
desarrollo embrionario in vitro, y con el destino final de los embriones.

No se observd ninguna diferencia en los porcentajes de espermatozoides que
presentan la tACE en su membrana entre los embriones en distintos estadios de
evolucién en D+5 y en D+6. Sin embargo, al analizar el valor medio de moléculas
de tACE por espermatozoide en los embriones en distintos estadios de evolucion
en D+5, si se observaron diferencias significativas entre los grupos de embriones
gue se habian degenerando o bloqueado y los menos desarrollados con los
grupos de blastocistos que habian progresado mas en su desarrollo. Sugiriendo
que la presencia de un menor numero de moléculas de tACE podria ser
beneficioso en el desarrollo embrionario avanzado, tal y como se ha descrito
para otras proteinas (Meseguer et al., 2006). Estos resultados podria coincidir
con la funcién de su homologa en otros tejidos, la SACE, cuya expresidén decrece
segln aumenta el desarrollo (Yoshimura, 1997). Ademas, estudios previos
indican que el eje Angll/AT1R/AT2R/ACE parece estar implicado en la evolucién
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de los embriones en estadios avanzados del desarrollo, ya que el uso de
bloqueadores de los receptores de Ang Il, péptido formado por la accién de la
ACE sobre el AGT, producen un aumento del nimero de embriones eclosionados,
es decir, promueven el desarrollo embrionario al favorecer su evolucién hasta
estadios mas avanzados (Pijacka et al., 2012).

Igualmente, se analizd la viabilidad de los blastocistos en relacién al porcentaje
de espermatozoides positivos para la tACE, y al nimero de moléculas de esta
enzima por espermatozoide, no observandose ninguna diferencia significativa en
ninguno de los dos casos. Sin embargo, los embriones considerados como viables
tendian a ser generados por muestras seminales con un menor numero de
moléculas de tACE por espermatozoide, siendo mas evidentes estas tendencias
en D+5 que en D+6. Estos datos, son consistentes con el hecho de que los
embriones mds desarrollados provenian de muestras seminales con menores
niveles de tACE en D+5 de evoluciéon embrionaria.

Finalmente, se evalud si el porcentaje de espermatozoides que presentan la tACE
en su membrana tenia alguna relacidén con la generacién de embriones que
finalmente fueron transferidos, criopreservados o descartados. Este analisis
mostré que la presencia de la tACE en los espermatozoides no tiene ninguna
relacién con el destino final de los embriones que generan, ni al analizar los
porcentajes de espermatozoides que presentaban la tACE en su superficie, ni con
el nimero medio de moléculas de tACE por espermatozoide.

En definitiva, la tACE no tendria ninguna aplicacion como marcador prondstico
del potencial fecundante, la viabilidad de los blastocistos o del destino final de
los embriones. Sin embargo, se puede intuir que esta enzima podria participar de
forma negativa en el desarrollo embrionario. No obstante, para poder afirmar
esta observacidn serian necesarios futuros estudios.

3.3. Relacion con los resultados de las TRA

Con el objetivo de determinar si la tACE podria ser usada como biomarcador de
trasferencia de un Unico embrién o si influia de alguna manera en los resultados
de las TRA, se relacionaron los porcentajes de espermatozoides que presentaban
la tACE en su superficie, y el numero medio de moléculas de tACE por
espermatozoide con las variables de transferencia embrionaria, embarazo
bioquimico, implantacién o gestacion clinica.
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Como en los anteriores componentes del RAS, los resultados de este estudio
muestran como la tACE no estd relacionada con los resultados de transferencia
embrionaria, embarazo bioquimico, implantacién o gestacién clinica. Pero al
igual que en los casos anteriores, no se puede negar un posible efecto de esta
enzima con los parametros analizados, ya que en todos los casos los embriones
transferidos fueron los que mayor calidad presentaban, pudiendo constituir un
factor de sesgo en estos andlisis, como ya se ha sido observado en estudios
previos (Meseguer et al.,, 2006). Por lo que para ver estos efectos serian
necesarios futuros estudios en los que no se produzca esa seleccidn positiva.
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4. APN

La APN es una enzima que se puede encontrar tanto en el liquido seminal, como
en los espermatozoides humanos (Fernandez et al., 2002; Irazusta et al., 2004;
Subiran et al., 2008). En estos ultimos, esta enzima ha sido detectada tanto a
nivel génico como proteico. En los gametos masculinos humanos la APN se
localiza en la membrana plasmatica del segmento ecuatorial de la region
postacrosomal de la cabeza espermadtica, en el cuello y uniformemente
distribuida a lo largo de la cola (Subirdn et al., 2008). Se encuentra ampliamente
distribuida en los espermatozoides humanos (Subiran et al., 2008), lo que
concuerda con los resultados obtenidos mediante la técnica de citometria de
flujo donde se detectd su presencia en aproximadamente un 88% de los
espermatozoides analizados.

Los primeros estudios funcionales realizados con esta enzima se llevaron a cabo
en espermatozoides de mejillén, en los que se observéd que la APN podria estar
implicada en la reaccién acrosdmica, ya que interacciona con moléculas
presentes en la membrana del oocito, induciendo asi, la liberacién del contenido
acrosomal (Togo y Morisawa, 1997; Togo y Morisawa, 2004). Posteriormente,
estudios realizados con espermatozoides humanos, mostraron que esta enzima
regula la movilidad espermatica, ya que su inhibicién mejora la movilidad del los
espermatozoides en fresco y capacitados, aumentando la movilidad progresiva
lineal (Subiran et al., 2008; Subiran et al., 2010). En este trabajo se ha ampliado
el conocimiento sobre el papel de la APN en la fertilidad humana.
Concretamente, la APN se relaciona con los distintos parametros y etiologias
seminales, asi como con desarrollo embrionario en fases avanzadas del cultivo in
vitro y la viabilidad de los blastocistos.

4.1. Relacion con los parametros seminales

Al igual que en los casos anteriores, uno de los primeros objetivos planteados fue
examinar la relacion de la APN con los pardmetros seminales basicos de
volumen, concentracion y movilidad, asi como con las diferentes etiologias
seminales. Este objetivo se llevo a cabo con la intencién de evaluar su posible uso
como biomarcador espermatico de calidad seminal. Al igual que con la tACE, se
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analizd el porcentaje de espermatozoides que presentaban la APN en su
superficie y el nimero medio de moléculas de APN por espermatozoide. De esta
forma se determind que la APN estd relacionada con todos los parametros
seminales basicos estudiados. Aunque estas relaciones difieren segun si se
refieren al porcentaje de espermatozoides positivos o al valor medio de enzima
por espermatozoide.

En cuanto a la relacién con el porcentaje de espermatozoides positivos para esta
enzima, se observd que se encuentra negativamente correlacionada con el
volumen de las muestras en fresco, mientras que con las muestras procesadas
mantiene una correlacién positiva. Ademas, en relaciéon a la concentracién,
exhibia una correlaciéon positiva con la concentracion de las muestras
procesadas. Como se ha relatado anteriormente, estas correlaciones podrian
deberse a la forma de procesar las muestras seminales para usar en la técnica de
la ICSI. Ya que resulta preferible trabajar con concentraciones seminales diluidas
para facilitar el proceso de seleccién y captura de un Unico espermatozoide para
microinyectar (Matorras y Hernandez, 2007). Debido a ello, cuanto mejores son
las muestras en fresco, éstas presentan un mayor volumen y/o concentracion de
espermatozoides recuperados tras el procesamiento seminal, lo que es
consistente con las correlaciones obtenidas en este estudio. Sin embargo, al
analizar la relacion del valor medio de moléculas de APN por espermatozoide, se
observd una correlacion negativa con la concentracién de las muestras
procesadas. Estos datos son consistentes con resultados previos de nuestro
grupo de investigacion, en los que se vio que la actividad enzimatica de la APN se
correlaciona de forma negativa con la concentracion de las muestras seminales
(Irazusta et al., 2004).

Finalmente, en cuanto a la relacidn de la APN con el parametro de movilidad de
las muestras en fresco, el porcentaje de espermatozoides positivos para esta
enzima mantiene una correlaciéon positiva con el porcentaje de espermatozoides
moviles progresivos y una correlacion negativa con el porcentaje de
espermatozoides inmdviles. En cuanto al nimero medio de moléculas de APN
por espermatozoide, también se observd que mantiene una correlacion positiva
con el porcentaje de espermatozoides moviles progresivos, y negativa con el
porcentaje de los espermatozoides moéviles no progresivos de las muestras en
fresco. Estos resultados confirman resultados previos de nuestro grupo de
investigacion, en los que la actividad de esta enzima se correlaciona
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positivamente con la movilidad de las muestras en fresco (Irazusta et al., 2004).
Por otra parte, al analizar las muestras procesadas, mientras que no se observé
ninguna relacién entre el porcentaje de espermatozoides positivos para esta
enzima y el pardmetro de movilidad, el nimero medio de moléculas por
espermatozoide presentaba una correlacion positiva con el porcentaje
espermatozoides méviles no progresivos. Esta relacién negativa con la movilidad
de las muestras procesadas, confirma los resultados previos de nuestro grupo de
investigacion en los que la inhibicién de la APN mejora la movilidad del los
espermatozoides capacitados, aumentando su movilidad progresiva lineal
(Subiran et al., 2010; Subiran et al., 2012).

Ademas de los pardmetros seminales bdsicos, también se analizd su relacién con
las distintas etiologias seminales descritas por la OMS (OMS, 2010), para
determinar si la APN podria servir como biomarcador de estas patologias
seminales. Al analizar el porcentaje de espermatozoides positivos para la APN y
las diferentes etiologias seminales se evidencid6 que los varones
astenozoospérmicos presentaban un menor porcentaje de espermatozoides
positivos para la APN que los varones normozoospérmicos Yy los
teratozoospérmicos, hallandose Unicamente diferencias significativas entre los
astenozoospérmicos y lo teratozoospérmicos. Estos datos podrian explicar
resultados previos en los que se vio que la actividad enzimatica de la APN era
menor en pacientes astenozoospérmicos en comparacion con los
normozoospérmicos (lrazusta et al., 2004). No obstante, el bajo nimero de casos
incluidos en los grupos de pacientes astenozoospérmicos y oligozoospérmicos
debido a los criterios de inclusién de las muestras, puede ser un factor limitante
en la observacion de mayores diferencias. Teniendo esto en cuenta, seria
necesario realizar futuros estudios en los que se incluyan un mayor nimero de
casos.

Tras observar que los porcentajes de espermatozoides que presentan la APN en
su membrana son inferiores en los pacientes astenozoospérmicos en
comparacién con los teratozoospérmicos, se evalud si la APN poseia valor
predictivo para diferenciar de forma objetiva, muestras de pacientes con estas
dos patologias, a pesar de conocer el escaso valor clinico de esta relacion. El
anadlisis de la curva ROC mostré que aunque este receptor no tiene valor
predictivo para diferenciar las muestras seminales con estas etiologias (AUC"°

de 0,79), estaba muy cerca de tenerlo, ya que se considera que tendria valor
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predictivo cuando del area bajo la curva sea de 0,8. Por lo que, a continuacion se
establecié un punto de corte de superior de 1931 moléculas de APN por
espermatozoide, que dieron lugar valores de sensibilidad y especificidad poco
utiles para poder establecer un posible valor predictivo. En concreto se
obtuvieron unos valores de sensibilidad del 80,6%, es decir, de diferenciar
muestras seminales de pacientes astenozoospérmicos, y una especificidad de
diferenciar muestras de pacientes teratozoospérmicos del 50%, lo que
confirmaba su nula aplicacién clinica como test predictivo.

En resumen, la APN estd relacionada con el volumen, la concentracion y
movilidad de las muestras seminales, tanto si nos referimos en porcentaje de
espermatozoides positivos para esta enzima, como al nimero de moléculas de
APN por espermatozoide. Ademas, los niveles de esta enzima en pacientes
astenozoospérmicos son menores que los observados en el resto de las
patologias. Sin embargo, no hay ninguna relaciéon entre el porcentaje de
espermatozoides que presentan esta enzima y las distintas etiologias seminales.
Por lo que estos resultados corroboran que la APN estd implicada en la
regulacion de la movilidad espermatica, aunque no puede ser considerada como
un valor predictivo de astenozoospermia.

4.2. Relacion con los parametros embrionarios

De manera similar a todos los demas elementos del RAS estudiados, se quiso
analizar si la APN mantenia alguna relaciéon con las tasas de fecundacién, la
calidad y evoluciéon de los embriones, la viabilidad de los blastocistos y el destino
final de los embriones. Para lo cual, se tuvieron en cuenta los porcentajes de
espermatozoides que presentaban la APN en su membrana, y el nUmero medio
de moléculas de APN por espermatozoide.

4.2.1. Fecundacion del oocito

Estudios funcionales realizados en espermatozoides de mejillén mostraron como
la APN podria estar implicada en los procesos de fecundacion al participar en la
liberacion del contenido acrosomal (Togo y Morisawa, 1997; Togo y Morisawa,
2004). Ademas, debido a su localizacién en el segmento ecuatorial y en la regién
postacrosomal, la APN podria desempefiar algun papel en dicho proceso, como
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se ha sugerido para potras proteinas presentes en dicha localizacién (Calamita et
al., 2001; Subiran et al., 2008). Sin embargo, tras analizar los resultados extraidos
de este estudio, no se observd ninguna relacién entre el porcentaje de
espermatozoides positivos para la APN, o las moléculas de APN por
espermatozoide y las tasas de fecundacién. En el caso de las tasas de
fecundacién obtenidas mediante la técnica de la ICSI, estos resultados podrian
ser debidos a que no es necesario que se produzca la reaccidn acrosémica, ya
qgue el espermatozoide es directamente inyectado en el oocito; y como ya se
expuesto anteriormente, cuanto mas invasivas son las TRA los requerimientos
moleculares espermaticos son menores (Garrido et al., 2008; Garrido et al., 2013;
Sakkas et al., 2015). Por otra parte, el no haber observado ninguna relacién con
la tasas de fecundacién mediante la técnica de FIV, a pesar de la localizacién de
la APN en el espermatozoide, podria ser debido al bajo nimero de casos en los
gue se ha llevado a cabo esta técnica, lo que puede resultar un factor limitante a
la hora de encontrar alguna diferencia. Razén por la cual se considera necesaria
la realizacion de posteriores estudios que permitan comprobar esta relacion.

4.2.2. Desarrollo embrionario temprano

Considerando que la APN juega un papel importante en procesos de desarrollo,
concretamente en el desarrollo de las células madre embrionarias humanas
(Inonue et al., 1994), se quiso comprobar si la APN espermatica podria estar
influyendo en los pardmetros morfoldgicos y morfocinéticos embrionarios para
evaluar su posible uso como biomarcador espermatico de la calidad embrionaria.

Al igual que los anteriores casos, el porcentaje de embriones de buena calidad en
D+2 es del 72,34%, mientras que en D+3 disminuye hasta el 49,59%. Esta
reduccion del nimero de embriones de buena calidad segun avanza el desarrollo
embrionario es coherente con lo observado por otros autores (Hardy et al., 2001;
Mantikou et al., 2013).

Al examinar el porcentaje de espermatozoides positivos para esta enzima en
relacién a la calidad embrionaria, no se evidencié ninguna diferencia entre las
distintas calidades de los embriones tempranos (D+2 y D+3). Sin embargo,
mantiene una correlacién positiva con la simetria en D+3 (ASEBIR, 2008; ASEBIR,
2015). Estos datos concuerdan con los resultados previos en los que otras
enzimas espermadticas estan relacionadas con la simetria y el desarrollo
embrionario temprano (Meseguer et al., 2006). A pesar de esta asociacion, la
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asimetria que puede generar la APN en los embriones, no seria suficiente como
para modificar su calidad.

Por otra parte, al estudiar el nimero medio de moléculas de APN por
espermatozoide y la calidad embrionaria se observaron diferencias entre los
embriones de distintas calidades tanto en D+2, como en D+3. Concretamente, en
D+2 entre los embriones mala calidad (calidad D) y el resto de los embriones
(calidades A, B y C), y entre los embriones de buena calidad (entre los de
calidades A y B), y en D+3 entre los embriones de buena calidad (calidad B) y los
de mala calidad. Siendo beneficiosa para la calidad de los embriones, la presencia
de un menor numero de moléculas de APN en los espermatozoides. Sin embargo,
al analizar de forma individual los parametros de numero de células,
fragmentacion o simetria, se determiné que dichos parametros no presentan
ninguna correlacidon con el nimero de moléculas de APN por espermatozoide.
Por lo tanto, estas diferencias en la calidad embrionaria podrian se debidas a
otros pardmetros no tenidos en cuenta en este estudio, como la multinucleaciodn,
la presencia de vacuolas, el contorno citoplasmatico o la zona pelucida (ASEBIR,
2008; ASEBIR, 2015). En ambos casos, la presencia de un menor nimero de
moléculas de APN en los espermatozoides que generan estos embriones, parece
resultar favorable para el desarrollo embrionario. Estos datos refuerzan los
resultados de estudios previos en los que se advirtid que las proteinas presentes
en los espermatozoides eran capaces de influir en el desarrollo embrionario
(Bhilawadikar et al., 2013) incluso antes de la activacidén genética paterna en D+3
(Barroso et al., 2009).

En resumen, estos resultados podrian estar revelando que mientras el nimero
medio de enzimas de APN que presentan los espermatozoides seria relevante en
la calidad embrionaria, su presencia no lo seria tanto. Siendo beneficiosa para la
formacidn de embriones de mejor calidad en estadios tempranos, la presencia de
un menor nimero de moléculas de APN en los espermatozoides.

4.2.3. Desarrollo embrionario avanzado. Estadio de blastocisto

Igualmente, se quiso evaluar la relacion de la APN con la evolucidon embrionaria,
la viabilidad de los blastocistos en D+5 y D+6 y el destino final de los embriones.
De forma que se evaluase su posible valor como biomarcador predictivo del
desarrollo y viabilidad embrionaria.
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En primer lugar se estudid la relacidn entre el porcentaje de espermatozoides
que presentaban la APN en su membrana y la evolucion embrionaria, no
evidenciandose ninguna diferencia entre los porcentajes de espermatozoides
qgue presentan la APN y los embriones en distintos estadios de evolucién ni en
D+5, ni en D+6. Sin embargo, mientras que en D+5 no habia ninguna diferencia,
en D+6 si se observaron diferencias significativas entre el valor medio de
moléculas de APN por espermatozoides y los embriones en distintos estadios de
evolucién. Concretamente entre los blastocistos que habian progresado mas en
su desarrollo y los blastocistos tempranos, los bloqueados y los degenerados.
Debido a que los blastocistos con mayor grado de desarrollo presentan menores
valores medios de APN, un menor nimero de moléculas de APN podria ser
beneficioso en el desarrollo embrionario en fases avanzadas del cultivo in vitro, al
igual que sucede en la formacidon de embriones de mejor calidad en estadios
tempranos. Estos resultados podrian suponer que la APN estaria implicada, de
alguna manera, en el desarrollo de los blastocistos, lo que concuerda con un
estudio previo en el que se determind que la APN estaria interviniendo en
diferentes procesos de desarrollo (Moeller et al., 1996). Asimismo, otros estudios
han observado cémo la actividad de determinadas enzimas presentes en los
espermatozoides también estdn asociadas con la obtencion de mejores
blastocistos (Meseguer et al., 2006).

De igual forma, al analizar la viabilidad de los blastocistos se vio que aquellos que
habian sido considerados viables procedian de espermatozoides con un menor
valor medio de moléculas de APN en su membrana. Estos datos sugieren que la
APN espermadtica estaria relacionada con la viabilidad de los embriones, lo que
coincide con resultados previos en los que se relaciona la APN con los procesos
de apoptosis y muerte celular (Shishido et al., 1999; Odaka et al., 2002; Piva et
al., 2000). Teniendo en cuenta estos resultados, se quiso determinar si el numero
de moléculas de APN podria tener valor predictivo para diferenciar de forma
objetiva, blastocistos viables de blastocistos no viables. Tras el andlisis de las
curva ROC, no se pudo demostrar que esta enzima tenga valor predictivo en la
determinacidn de la viabilidad de los blastocistos.

Finalmente, se evalud si el porcentaje de espermatozoides que presentan la APN
en su membrana tenia alguna relacidon con la generacién de embriones que
finalmente fueron transferidos, criopreservados o descartados. Este analisis
mostré que, la presencia de la APN en los espermatozoides no tiene ninguna
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relacién con el destino final de los embriones que generan. Sin embargo, el valor
medio de moléculas de APN por espermatozoide es menor en los embriones que
fueron transferidos o criopreservados en comparacién con los que finalmente
fueron descartados. Esto concuerda con los resultados previos en los que la
presencia de un menor niumero de moléculas de APN en los espermatozoides
seria beneficiosa para la formacion de embriones de mejor calidad tanto en
estadios tempranos como en avanzados, asi como para la viabilidad de los
blastocistos.

En definitiva, se puede concluir que el porcentaje de espermatozoides positivos
para la APN no estd relacionado con la calidad de los embriones tempranos, la
evolucion de los embriones en fases avanzadas del cultivo in vitro, la viabilidad
de los blastocistos o el destino final de los embriones. Sin embargo, el nimero
medio de moléculas de APN por espermatozoide si que estaria relacionado con
dichas variables, siendo beneficiosa para los embriones la presencia de un menor
numero de moléculas de APN por espermatozoide. A pesar de ello, no tendria
ningun valor predictivo para la diferenciacién de blastocistos viables y no viables.

4.3. Relacion con los resultados de las TRA

En dltimo lugar, se comprobd si la APN podria ser usada como biomarcador de
los resultados de las TRA. Con esta finalidad se relacionaron los porcentajes de
espermatozoides que presentaban la APN en su superficie, y el nimero medio de
moléculas de APN por espermatozoide con los pardmetros de transferencia
embrionaria, embarazo bioquimico, implantacidn o gestacién clinica.

Asi, los resultados obtenidos muestran que existe una relacidn con el porcentaje
de espermatozoides que presentan APN en su membrana y la transferencia
embrionaria. Siendo mayor el porcentaje de espermatozoides positivos para la
APN en los casos en los que hay trasferencia. Sin embargo, al analizar este mismo
parametro en relacion al nimero de moléculas de APN, aunque no se observan
diferencias estadisticamente significativas, este valor tiende a ser menor en los
casos en los que se ha producido la transferencia. Lo que concuerda con los
datos anteriormente mostrados relativos a la evolucidn, la viabilidad y el destino
final de los embriones. Estos datos sugieren, que la presencia de muchos
espermatozoides con unas pocas moléculas de APN en su superficie podria ser
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beneficiosa para que se produzca la transferencia embrionaria. No obstante,
serian necesarios posteriores estudios que ayudasen a comprobar este resultado.

Por otra parte, no se ha hallado ninguna relacién con el resto de los parametros
estudiados, de embarazo bioquimico, implantacidn o gestacién clinica. A pesar
de saber que el AT4R estd implicado en la invasion de las células del TE en el
utero materno (Williams et al., 2010). Lo que por ende sugiere, que tanto la Ang
IV, péptido que se forma por la accion de la APN, como la propia APN, también
serian unas moléculas esenciales en este proceso. No obstante, no se puede
negar un posible efecto de esta enzima en dicho parametros, ya que en todos los
casos se transfieren los embriones de mejor calidad, lo que puede suponer un
factor de sesgo. Este hecho ha sido previamente observado en otros trabajos
(Meseguer et al., 2006), sugiriéndose que para ver estos efectos seria necesario
la realizacion de futuros estudios en los que no se llevase a cabo esa seleccidon
embrionaria positiva.
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5. Discusion general

El RAS, como ya se ha explicado anteriormente, es un sistema molecular que ha
sido descrito en los espermatozoides humanos, en los cuales actua regulando
distintas funciones fisioldgicas (Vinson et al., 1997; Leung y Sernia, 2003; Paul et
al., 2006). Sin embargo, a dia de hoy permanecen sin resolverse algunas
cuestiones acerca de la presencia y funciones de este sistema en la fisiologia
espermatica. En este trabajo se describe por primera vez la presencia de los
receptores AT2R y PRR en los espermatozoides humanos, dejando ver como
todos los ejes en los que se divide el RAS, estan presentes en estos gametos
masculinos (Ganong, 1995; Kohn et al., 1998b; Irazusta et al., 2004; Reis et al.,
2010). Asi, en la literatura se pueden encontrar multiples trabajos que relacionan
al RAS con la fisiologia espermatica, participando en procesos tales como la
movilidad, la capacitacién, la reaccién acrosémica, la unién del espermatozoide
al oocito y la fecundacion (Foresta et al., 1991; Vinson et al., 1996; Gur et al.,
1998; Kohn et al., 1995; Togo y Morisawa, 2004; Reis et al., 2010; Subiran et al.,
2010). Entre los elementos mas investigados destacan las enzimas ACE y APN, las
cuales han sido extensamente estudiadas en relacion a la fertilidad masculina.

Al igual que estas enzimas participan en la fisiologia espermatica, en este estudio
se ha determinado que todos los componentes del RAS analizados estdn
relacionados con los parametros seminales basicos de volumen, concentracion y
movilidad. En cuanto al volumen y la concentracidn, mientras que el AT2R y la
APN se relacionan con ambos parametros, el PRR y la tACE Unicamente se
correlacionan con la concentracién seminal. Estas correlaciones con el volumen y
la concentracién también han sido observadas en otras moléculas espermaticas
(Irazusta et al., 2004; Martinez-Conejero et al., 2008; Bhilawadikar et al., 2013;
Aboutorabi et al., 2014), pudiendo ser debidas, a la calidad seminal y/o a la
forma de procesar las muestras para la realizacién de los tratamientos de
fecundacidn in vitro. Por otro lado, todos los elementos del RAS estudiados estan
asociados con la movilidad espermatica, aunque actian ejerciendo distintos
efectos sobre este parametro. Asimismo, los resultados obtenidos en esta tesis
son consistentes con los observados por otros autores en cuanto a la relacion de
la movilidad con el AT2R (Foresta et al., 1991; Vinson et al., 1996; Kohn et al.,
1998a), la tACE (Singh et al., 1985; Kohn et al., 1995), la APN (Subiran et al.,
2010), y con otras moléculas espermaticas (Pinto et al., 2010; Bhilawadikar et al.,
2013; Siems et al., 1991; Aboutorabi et al., 2014). Asi, la actuacién conjunta de
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todas estas moléculas podria resultar en una regulacién mucho mas fina de la
movilidad, permitiendo un mayor ajuste a los requerimientos espermaticos, ya
que estos varian en funcion del proceso fisioldgico que estén llevando a cabo,
segln su localizacion en el tracto reproductor femenino (Austin, 1952; Suarez,
2008; Yoshida et al., 2008).

Por otra parte, varios de estos elementos del RAS estudiados también se
encuentran implicados en la fisiopatologia espermatica, lo que resulta evidente
al estudiar su relacién con las distintas patologias seminales. Concretamente, se
ha observado que la presencia del AT2R y los niveles de APN varian en los
pacientes astenozoospérmicos en comparacion con otras etiologias seminales.
Estos datos concuerdan con resultados previos, donde vieron que la expresion
del AT2R estd desregulada en determinados procesos patolégicos (lwai vy
Horiuchi, 2009), o como la actividad de la APN es menor en pacientes que
presentan esta etiologia (Irazusta et al., 2004). Sin embargo, mientras que el
AT2R podria ser usado como marcador predictivo para diferenciar las muestras
de varones astenozoospérmicos y normozoospérmicos, la APN no posee valor
predictivo para la deteccién de la astenozoospermia. Asimismo, aunque no se
observd ninguna relacidn entre las patologias seminales y la tACE, se vio que las
muestras seminales de los pacientes oligozoospérmicos tendian a presentar
mayores porcentajes de espermatozoides positivos para esta enzima que el resto
de pacientes con otras etiologias, lo que coincide con lo observado previamente
en otro estudio (Shibahara et al., 2001). Estas diferencias observadas entre las
muestras de pacientes a los que se les ha diagnosticado alguna patologia seminal
junto con las relaciones con los distintos pardmetros seminales indicativos de la
calidad espermatica, permiten ver cdmo tanto la presencia del AT2R y de la tACE,
como los niveles de APN estdn relacionados con la fisiopatologia espermatica.

Durante mucho tiempo se ha venido pensando que la Unica funcion del
espermatozoide era la de transportar el material genético paterno. Sin embargo,
hoy dia se sabe que, ademads del DNA, el espermatozoide aporta una serie de
componentes que influyen, tanto en el proceso de fecundacién como en el
desarrollo del futuro embridon (Sutovsky et al., 1999; Mujica et al., 2003; Miller y
Ostermeier, 2006a; Barroso et al., 2009; Meseguer et al., 2011; Garrido et al.,
2013; Bhilawadikar et al., 2013). Durante las ultimas décadas, se ha venido
observando como el espermatozoide también aporta al oocito su propio pool de
transcritos. Sugiriéndose cada vez con mas fuerza, que ese conjunto de RNAs
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pueden ejercer distintas funciones esenciales en la fecundacidon o durante el
desarrollo embrionario (Jodar et al., 2013; Miller y Ostermeier, 2006a; Krawetz,
2005a; Garrido et al., 2013). Asimismo, también se ha descrito que el gameto
masculino cede al oocito un conjunto de proteinas y moléculas de seializacidn,
gue contribuyen tanto en el proceso de activacién oocitaria como en los estadios
tempranos del desarrollo pronuclear y del desarrollo embrionario (Sutovsky et
al., 1999; Mujica et al., 2003; Meseguer et al., 2011; Bhilawadikar et al., 2013).
Los resultados obtenidos en esta tesis, refuerzan la idea de que no sélo los
transcritos presentes en los espermatozoides intervienen en la fecundacién y el
desarrollo embrionario, sino que también las proteinas presentes en los gametos
masculinos estarian participando de alguna manera en estos procesos.

Los espermatozoides necesitan poseer diferentes caracteristicas moleculares
para la fecundacién del oocito dependiendo de si se trata una concepcidn natural
o asistida. Debido a ello cada vez hay mas evidencias que relacionan a las
proteinas espermaticas con los procesos de fecundacidn y activacidn oocitaria
(Coonrod et al., 1999; Sutovsky et al., 1999; Inonue et al., 2005; Li et al., 2014;
Anifandis et al., 2016). Incluso dependiendo de la TRA usada, ya sea IA, FIV o ICSI,
los requerimientos moleculares espermaticos varian, siendo mayores cuanto mas
se asemeje a la fecundacidn natural (Garrido et al., 2008; Garrido et al., 2013;
Sakkas et al., 2015). En este trabajo, Unicamente se ha observado que el AT2R
esta correlacionado con las tasas de fecundacion mediante la técnica de FIV,
mientras que ninguno de los demas componentes espermaticos del RAS
analizados tendrian valor como biomarcadores de fecundacién mediante las
técnicas de fecundacion in vitro.

En relacion a la calidad embrionaria, los resultados obtenidos en esta tesis
avalan la creciente idea de que las proteinas presentes en los espermatozoides
participan de alguna manera en el desarrollo embrionario. Asi, se ha
determinado que tanto la presencia del AT2R y la tACE, como los niveles de la
APN espermaticos influyen en la calidad de los embriones tempranos, mientras
qgue la presencia del PRR y los niveles de tACE y de APN se relacionan con la
evolucion de los embriones en fases mas avanzadas del cultivo in vitro. Ademas,
la presencia del AT2R del PRR y los niveles de APN se asocian con la viabilidad de
los blastocistos, y Unicamente los niveles de APN se asocian con el destino final
de los embriones. Todos estos resultados dejan ver como los distintos
elementos del RAS analizados en los espermatozoides estan de alguna forma
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implicados en el desarrollo y viabilidad de los embriones, a pesar de no tener
ningun valor como biomarcadores predictivos de estos parametros. Estos datos
apoyan la creciente teoria de que las proteinas presentes en los
espermatozoides son capaces de influir en el desarrollo embrionario incluso
antes de la activacidn genética paterna en dia 3 (Tesarik et al., 2004; Meseguer
et al., 2006; Barroso et al., 2009). No obstante, la presencia de los transcritos de
estas proteinas también podria estar influenciando este desarrollo embrionario
(Jodar et al., 2013; Miller y Ostermeier, 2006a; Krawetz, 2005a; Garrido et al.,
2013).

Finalmente, ninguno de los elementos del RAS analizados posee valor como
biomarcadores predictivos de éxito de los resultados de los tratamientos de
fecundacién in vitro. A pesar de ello, la presencia de la APN en los
espermatozoides se relaciona con las tasas de transferencia embrionaria, lo que
concuerda con el hecho de que la APN presente en espermatozoides estaria
influenciando la evolucién embrionaria tanto en fases tempranas como en
avanzadas del desarrollo, en la viabilidad de los blastocistos como en los
embriones que finalmente son transferidos o criopreservados. No obstante, y
como se ha relatado previamente, no se puede negar un posible efecto de estos
componentes del RAS con la transferencia, el embarazo bioquimico, la
implantacion o la gestacidon clinica. Ya que en todos los casos los embriones
transferidos fueron los que mejor calidad presentaban de toda la cohorte la
embrionaria, lo que supone un factor de sesgo, tal y como también ha sido
observado en otros trabajos (Meseguer et al., 2006).

En resumidas cuentas, este trabajo muestra como las proteinas presentes en los
espermatozoides, no actian unicamente regulando la fisiologia y fisiopatologia
espermaticas, sino que también son capaces de influir en el desarrollo
embrionario. Ademads, esta influencia tiene lugar incluso antes de que se
produzca la activacion de los genes paternos en dia 3 de desarrollo embrionario.
Igualmente, también reflejan que no sélo es importante estudiar la
presencia/ausencia de una determinada proteina, sino que la determinacién del
numero de moléculas de dicha proteina puede aportar una valiosa informacion.
De forma que tanto la evaluacion de la presencia/ausencia como la de los niveles
proteicos son herramientas Utiles, y complementarias, para determinar la
funcién de dicha proteina en las células.
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Por otra parte, una caracteristica destacable de los componentes del RAS que
han sido analizados en este trabajo, es que son proteinas que se encuentran
presentes en la membrana espermatica. Esta localizacidn tiene la ventaja de
permitir seleccionar los espermatozoides en base a la presencia/ausencia de
dichos marcadores, sin que las células sufran ningun tipo de dafio. Lo que implica
gue pueden ser usados como marcadores de seleccion espermatica, al igual que
ocurre con otras moléculas espermdticas que se utilizan en la actualidad, como la
fosfatidilserina o el acido hialurénico (Grunewald, 2001; Said y Land, 2011; Nasr-
Esfahani et al., 2008; Huszar et al., 2007).

Por lo que estos datos, abren una nueva puerta en la investigacion de la fertilidad
espermatica. Asimismo, reflejan la necesidad de mejorar las técnicas de seleccion
de los espermatozoides que van a ser usados en las distintas TRA, ya que una
buena seleccién en base a estas caracteristicas espermaticas resulta vital para la
mejora de los resultados de los tratamientos de infertilidad, ahorrando costes y
evitando problemas derivados de estas técnicas como los embarazos multiples.
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Conclusiones

Los receptores AT2R y PRR estdn presentes en los espermatozoides humanos
tanto a nivel génico, como proteico.

1.1. EI AT2R estd presente en aproximadamente el 80% de los
espermatozoides  analizados, localizdndose en el segmento
ecuatorial/postacrosomal de la cabeza espermatica.

1.2. El PRR esta presente en aproximadamente el 70% de los espermatozoides
analizados, localizdndose en la parte frontal de la cabeza sobre la region
acrosémica yen la parte posterior de la cabeza espermatica y en menor
medida a lo largo de la cola.

Los distintos elementos del RAS analizados se correlacionan con los pardmetros
seminales bdsicos de volumen, concentracién y movilidad de las muestras
seminales en fresco y tras ser procesadas. Sin embargo, solamente el
porcentaje de células que expresan el AT2R y los niveles de APN en los
espermatozoides se asocian con las distintas etiologias seminales.

2.1. Tanto el porcentaje de espermatozoides que expresan el AT2R y la APN,
como los niveles de esta enzima por espermatozoide se correlacionan con
el volumen seminal.

2.1.1. Los niveles de tACE por espermatozoide se correlacionan
positivamente con el volumen seminal de las muestras en fresco,
mientras que el porcentaje de espermatozoides que expresan la APN
se correlacionan de forma negativa con este pardmetro, también en
las muestras en fresco.

2.1.2. El porcentaje de espermatozoides que expresan el AT2R y la APN se
correlacionan de forma positiva con el volumen seminal de las
muestras tras ser procesadas.

2.2. Todos los elementos del RAS analizados en los espermatozoides se
correlacionan con la concentracidn de las muestras seminales.

2.2.1. El porcentaje de espermatozoides que expresan el AT2R se
correlacionan de forma positiva con la concentracién de las muestras
seminales en fresco y tras ser procesadas.
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2.2.2.

2.2.3.

El porcentaje de estas células que expresan el PRR y los niveles de
tACE y de APN por espermatozoide se correlacionan de forma negativa
con la concentraciéon de las muestras procesadas.

El porcentaje de espermatozoides que expresan la APN se
correlacionan de forma positiva con la concentracion de las muestras
procesadas.

2.3. Todos los elementos del RAS analizados en los espermatozoides se
correlacionan con la movilidad espermatica.

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

El porcentaje de espermatozoides que expresan el AT2R se
correlacionan positivamente con la movilidad espermatica tanto en las
muestras en fresco, como tras ser procesadas.

El porcentaje de espermatozoides que expresan el PRR se correlaciona
positivamente con el porcentaje de espermatozoides con movilidad no
progresiva de las muestras procesadas.

El porcentaje de espermatozoides que expresan la tACE se
correlacionan de forma negativa con la movilidad espermatica de las
muestras en fresco, y mientras que los niveles de tACE por
espermatozoide se correlaciona también negativamente con las
movilidad de las muestras tras ser procesadas.

El porcentaje de espermatozoides que expresan la APN y los niveles de
esta enzima por espermatozoide se relacionan de forma positiva con la
movilidad de las muestras en fresco, mientras que tras ser procesadas
Unicamente los niveles de APN se correlacionan de forma negativa con
este parametro.

2.4. El porcentaje de espermatozoides que presentan el AT2R en su superficie

y los niveles de APN en estas células, son menores en varones

astenozoospérmicos. Pero mientras que el porcentaje de espermatozoides

que expresan el AT2R posee valor predictivo para diferenciar muestras de

pacientes normozoospérmicos de astenozoospérmicos, los niveles de APN

por espermatozoide no poseen ningun valor predictivo de esta etiologia

seminal.



Conclusiones

3.

Los distintos elementos del RAS analizados en los espermatozoides estan

asociados con el desarrollo embrionario tanto temprano como avanzado.

3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

El porcentaje de células que expresan el AT2R se relaciona con las tasas de
fecundacion mediante la técnica de FIV, mientras que el porcentaje de
estas células que expresan el PRR, la tACE y la APN, o los niveles de estas
enzimas por espermatozoide, no tienen ninguna relaciéon con las tasas de
fecundacion tras el uso de técnicas de fecundacidn in vitro.

El porcentaje de células que expresan el AT2R y los niveles de APN por
espermatozoide influyen negativamente en la calidad de los embriones
tempranos en D+2 y D+3, mientras que la presencia de la tACE en los
gametos masculinos influye de forma positiva en la calidad de dichos
embriones.

El porcentaje de células que expresan el PRR y los niveles de tACE y de
APN por espermatozoide se relacionan de forma negativa con la evolucién
de los embriones en las fases mds avanzadas del cultivo in vitro.

El porcentaje del AT2R espermadtico se relaciona de forma positiva con la
viabilidad de los blastocistos, mientras que la presencia del PRR en estas
células y los niveles de APN por espermatozoide se asocian
negativamente. A pesar de estas relaciones, ninguno de estos elementos
del RAS poseen valor predictivo para la determinacién de la viabilidad de
los blastocistos.

Los niveles de APN por espermatozoide se asocian con el desino final de
los embriones, siendo beneficiosa la presencia de un menor nimero de
moléculas de esta enzima.

Ninguno de los elementos del RAS analizados en los espermatozoides se

relacionan con los resultados de éxito tras la realizacion de los tratamientos de

fecundacién in vitro.
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Anexo |

ANEXO I: Gradacién de la calidad embrionaria segtin la 22
Revision de los Criterios ASEBIR de valoracion morfologica de
oocitos, embriones tempranos y blastocistos humanos.
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Figura 57. Tabla que resume la asignacion de las distintas gradaciones de calidad embrionaria de los
embriones en D+2 de desarrollo segun los criterios marcados por la 22 revisién de los criterios de
ASEBIR. Modificado de ASEBIR, 2008.
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-D+2 a D+3 s6lo aumenta 1 célula

Figura 58. Tabla que resume la asignacion de las distintas gradaciones de calidad embrionaria de los
embriones en D+3 de desarrollo segun los criterios marcados por la 22 revisién de los criterios de

ASEBIR. Modificado de ASEBIR, 2008.
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3. Gradacion de la calidad embrionaria en D+5 y D+6

Organizacion

Zona Tamaio Grado de
CALIDAD en L. MCI TE .,
. Pelucida McCI expansion
blastocisto
El blastocele
] Oval y 2 Epitelio
Af - , |
Blastocisto A | EnD+5 inada compactada 3800 um 2 homogéneo ocupa todo e
en D+5 1900 um , . volumen del
en D+5 Células elipticas .
embrion
] Oval y 2
Blastocisto B En D+5 Afinada lcompactada 3800 pm . |Epitelio irregular
en D+5 1900 pm
len D+5
Epitelio
Blastocisto C En D+6 <1900 |.1m2 homogéneo
Células elipticas
Blastocisto D En D+6 <1900 |.1m2 Epitelio irregular

Células escasas

Figura 59. Tabla que resume la asignacion de las distintas gradaciones de calidad embrionaria de los
embriones en D+5 y D+6 de desarrollo segln los criterios marcados por la 22 revisidén de los criterios

de ASEBIR. Modificado de ASEBIR, 2008.
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ANEXO I1: Listado de reactivos y materiales de laboratorio,
y los equipos y programas informaticos

1.1. Reactivos y materiales de laboratorio
1.1.1. Reactivos

e Acido binciconinico (BCA): Bicinchoninic acid solution, B9643, Sima-Aldrich

e Acrilamida: 30% Acrilamide/Bis Solution, 161-0156, Bio-Rad

e Alblmina sérica bovina (BSA): Bovine serum albumin, A-7906, Sigma-Aldrich

e Azida. Sodium azide, S-8032, Sigma-Aldrich

e Coctel de inhibidores de fosfatasas: Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 (P5726) y
Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 (P0044), Sigma

e (Céctel de inhibidores de proteasas: Protease Inhibitor Cocktail, P8340, Sigma

e DNasa: RNase-free DNase Set, 79254, Quiagen

e Etanol. Ethanol 96%, 141085, Panreac

e Fluoromont G, 0100-01, Southern Biotech

e Hoechst 33258. Hoechst 33258, pentahydrate (bis- benzidime) H1398,
Invitrogen

e |sopropanol, P-1009, Sigma.

e Marcadores de peso molecular: Precision Plus Protein™ Dual Color Standars,
161-0374, Bio-Rad

e Metanol: Methanol reagement grade, ACS, ISO, Reag. Ph Eur, packed in HDPE
bottles, ME0303, Scharlau

e Paraformaldehido. Paraformaldehyde 95%, 158127, Sigma

e Peréxido de hidrogeno. Hydrogen peroxide solution. H1009, Sigma

e Persulfato aménico: ammonium persulfate, A-3678, Sigma

e Poli-Lisina. Poly-L-Lysine hydrobromide, P1524, Sigma

e RNasa: RNase A, 19101, Quiagen.

e Suero bovino fetal (SBF). Fetal bovine serum, 50115, Biochrom

e Sulfato de cobre (CuSQ,), 2791, Merck

e Tampdn RIPA, 0278, Sigma

e TEMED: N,N,NN’N’- tetrametiletilendiamina, T9281, Sigma-Aldrich

e Triton® X-100, T8787, Sigma-Aldrich
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1.1.2. Disoluciones

1.1.2.1.Soluciones tampdn

e Tris-HCI 0,2 M:
4,85 g Trizma base y 100mL de agua destilada. Se ajusta el pH a 7,4 usando HCI 1N.

e Tris-HCI 1 M:

12,11 g Trizma base y 100mL de agua destilada. Se ajusta el pH a 8,8 usando HCI
1N.

e Tris-HCI 0,5 M:
6,05 g Trizma base y 100mL de agua destilada. Se ajusta el pH a 6,8 usando HCI 1N.

e PBS:
NaCl 137mM, KCl 2,7mM, KH,PO, 1,5mM, Na,HPO, 8,1mM y agua destilada.

1.1.2.2.Soluciones para western Blot

e SDS 10%
10 g SDS y 100 mL de agua destilada.

e Persulfato amoénico 10%
1 g persulfato aménico y 10 mL de agua destilada.

e Gel separador
Acrilamida (10%), Tris-HCI pH 8,8 1M (25% vol/vol), SDS (1% vol/vol), persulfato
amoénico 10% (50 pL), TEMED (10 pL) y agua destilada.

e Gel concentrador

Acrilamida/Bis (4%), Tris-HCl pH 6,8 0,5M (25% vol/vol), SDS (1% vol/vol),
persulfato amdnico 10% (50 pL), TEMED (10 pL) y agua destilada.
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e Tampon de carga (en condiciones desnaturalizantes):
Tris-HCI pH 6,8 50mM, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%, pB-
mercaptoetanol 1% y agua destilada.

e Tampon de electroforesis:
Tris-HCI pH 8,8 250mM, SDS 1%, glicina 1,92M y agua destilada. Para utilizar, diluir
10 veces en agua destilada.

e Tampon de trasferencia:
Tris-HCI pH 8,3 50mM, SDS 0,25%, glicina 0,96M y agua destilada. Para utilizar,
diluir 5 veces en agua destilada. Justo antes de utilizarse, se le aflade metanol 20%.

e Blotto:
Tris-HCl pH 7,4 0,2M, NaCl 0,15M, Tritén X-100 1% y agua destilada.

e Solucién de bloqueo:
Blotto-leche desnatada en polvo al 5%.

e Anticuerpos primarios
Blotto, azida 0,02%, anticuerpo primario en dilucién adecuada.

e Anticuerpo secundario (IgG) conjugado a peroxidasa
Blotto, leche desnatada en polvo al 5%, azida 0,02%, anticuerpo secundario en
dilucién adecuada.

e Reactivo quimioluminiscente (sistema ECL)

Luminol 1,25 (DMSOQ), 4cido p-cumdrico 0,2mM (DMSO), Tris HCI pH 8,50 2M vy
agua destilada. En el momento de utilizarse, se le afiade H,0, 0,03% (vol/vol)
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1.2. Equipamiento y programas informaticos
1.2.1. Equipamiento

e ABI Prism 7000 Sequence Detection System, Life technology

e Agitador magnético termostatizado Agimatic-s, Selecta

e Balancin ProBlot™ Rocker 25, Labnet

e Balanza de precisién R180D, Sartorius

e (Camara de recuento Makler®, Sefi Laboratories

e Centrifuga Heraeus Fresco 21, Thermo Electron Corporation

e Citémetro de flujo Gallios, Becton Dickinson

e Cubeta y soporte de electroforesis y transferencia. Mini trans-Blott Ill, Bio-Rad
e Embolo de teflon, Selecta

e Espectrofotometro UV-2401 PC, Shimadzu

e Homogeneizador PZR 50, Heidolph Giralt

e Microscopio confocal de laser, Olympus Fluoview FV 500

e NanoDrop® ND-100, Thermo Scientific

e pH-metro GLP 21, Grison

e Pipetas automaticas de precision de distintos volimenes, BioPette Labnet y
Eppendorf Research

e Sonicador Labsonic® Py sonda de titanio, B. Braun Biotech International
e Termocliclador MyCycler™, Bio-Rad

e Trans-iluminador Chemidoc™ XRS, Bio-Rad

e Ultracongelador, MDF-U5 186S, Sanyo

e Ultraturrax, ART

1.2.2. Softwares y programas informaticos

e ABI Prism7000 software, Life technology

e Programa informdtico de tratamiento de imagenes Image J
e Software informatico Fluoview v 5.0.

e Software informatico Quantity One, Bio-Rad

e Software Summit v4.3.
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ANEXO I1I: comunicaciones Indexadas.

1. Articulos aceptados

Gianzo M, Mufioa-Hoyos |, Urizar-Arenaza |, Larreategui Z, Quintana F, Garrido N,
Subiran N, Irazusta J. (2015). Angiotensin Il type 2 receptor is expressed in human
sperm cells and is involved in sperm motility. Fertility and Sterility. Doi:
10.1016/j.fertnstert.2015.11.004.

2. Participaciones en congresos

= Estudio de la expresion del receptor de angiotensina Il tipo 2 en
espermatozoides humanos y su implicaciéon en la movilidad espermatica. Marta
Gianzo, Mufioa |, Urizar-Arenaza |, Estonba H, Larreategui Z, Irazusta J, Subiran N.
(2015). VIII Congreso Nacional de la Asociacidon Espaiiola para el Estudio de la
Biologia de la Reproducciéon (ASEBIR). San Sebastian (Espafia). Comunicacidn oral.

= Estudio del Receptor de Angiotensina Il tipo 2 como posible diana terapéutica
para la mejora de las técnicas de reproduccion asistida. Marta Gianzo, Larreategui
Z, Irazusta J, Subiran N. (2015). Zabalduz Eguna. Bizkaia (Espafia). Pdster.

= Angiotensin Il AT2 receptor is expressed in human sperm cells and is involved in
sperm motility. Marta Gianzo, Larreategui Z, Urizar-Arenaza |, Muioa |, Estonba H,
Irazusta J, Subiran N. (2015). 31" Annual Meeting of the European Society of
Human Reproduction and Embryology. Lisboa (Portugal). Pdster.
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3. Otras contribuciones durante el desarrollo de esta tesis

3.1. Contribuciones en articulos

Estomba H & Mufioa-Hoyos |, Gianzo M, Urizar-Arenaza, Casis L, Irazusta J, Subiran
N. (2016). Opioid receptors are present in male germ cells and regulate meiosis.
Plos One.

3.2. Contribuciones a congresos

» Estudio de los Receptores Opioides como posible diana terapéutica para la
mejora de las técnicas de reproduccidn asistida. Marta Gianzo, Larreategui Z,
Irazusta J, Subiran N. (2014). Zabalduz Eguna. Bizkaia (Espafia). Comunicacién oral y
poster.

® La animopeptidasa sensible a puromicina (PSA) como posible marcador de la
calidad folicular. Romeu-Perez C, Lierta M, Urries A, Mufoa |, Gianzo M, Casis L.
(2015). VIII Congreso Nacional de la Asociacién Espafiola para el Estudio de la
Biologia de la Reproducciéon (ASEBIR). San Sebastian (Espafia). Pdster.

= Can the intratesticular injection of antibodies be and alternative to the
production of Knockout mice?. Maider Bizkarguenaga, Marta Gianzo, Laura Goémez
Santos, Juan F. Madrid, Francisco J. Sdez y Edurne Alonso. (2015). XVIII Congreso de
la Sociedad Espafiola de Histologia e Ingenieria Tisular, VI International Congress of
Histology and Tissue Engineering y Il Congreso lberoamericano de Histologia.
Bizkaia (Espafia). Poster.

= The kappa-opioid receptor modulates the human sperm capacitation and
acrosome reaction. ltziar Urizar-Arenaza, lraia Mufioa, Haizea Estomba, Marta
Gianzo, Roberto Matorras, Exposito A, Jon lrazusta, Nerea Subiran. (2015). 31"
Annual Meeting of the European Society of Human Reproduction and Embryology.
Lisboa (Portugal). Péster.

= QOpioid receptors are present in male germ cells and regulate meiosis. Estonba
H, Mufoa I, Gianzo M, Urizar-Arenaza |, Casis L, Irazusta J, Subiran N. (2015). 31
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Annual Meeting of the European Society of Human Reproduction and Embryology.
Lisboa (Portugal). Comunicacién oral.

= Globozoospermia inducida mediante microinyeccidon intratesticular del
anticuerpo anti-GOPC. Maider Bizkarguenaga, Marta Gianzo, Laura Gomez Santos,
Juan F. Madrid, Francisco J. Sdez y Edurne Alonso. (2014). XXXVII Congreso Nacional
de Histologia y ler Congreso Iberoamericano de Histologia. Cuernavaca (México).
Péster

= Beta-endorfinaren eragina giza espermatozoideen erreakzio akrosomikoan.
Itziar Urizar-Arenaza, Iraia Mufioa, Haizea Estomba, Marta Gianzo, Jon Irazusta eta
Nerea Subiran. (2014). Ikergazte, Nazioarteko Ikerketa Euskeraz. Durango (Espafia).
Comunicacion oral.

= QOpioide hartzaileen deskribapena eta kokapena saguen hozi-zelula
maskulinoetan. Haizea Estomba, Iraia Mufioa, ltziar Urizar-Arenaza, Marta Gianzo,
Jon Irazusta eta Nerea Subiran. (2014). Ikergazte, Nazioarteko Ikerketa Euskeraz.
Durango (Espafia). Comunicacién oral.

= Localizacién y expresion de los receptores opioides mu, delta y kappa, en células
germinales masculinas. Estomba H, Mufioa |, Urizar-Arenaza |, Gianzo M, Valdivia
A, Casis L, Irazusta J, Subiran N. (2014). XXX Congreso de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad (SEF). Barcelona (Espafia). Comunicacién oral.

® La beta-endorfina potencia la reaccidn acrosémica inducida por progesterona
por una via calcio independiente. ltziar Urizar Arenaza, Haizea Estonba, Iraia
Mufioa, Marta Gianzo, Asier Valdivia, Luz Candenas, Roberto Matorras, Luis Casis,
Jon Irazusta y Nerea Subirdn. (2014). XXX Congreso de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad (SEF). Barcelona (Espafia). Poster.

= Sistema Opioidearen bidezko Gizonezkoen Ugalketaren erregulazioa. Mufioa |,
Estomba H, Urizar- Arenaza |, Gianzo M, lrazusta J, Casis L, Valdivia A, Subiran N.
(2014). Osasun Zientzietako lkertzaileen |Il. Topaketak. Eibar (Espafia).
Comunicacion oral.
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