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INTRODUCCION
1. PEPTIDASAS

En los ultimos afios se ha venido describiendo el papel que diferentes
péptidos bioactivos (también llamados biopéptidos) pueden tener en diversas
situaciones fisio-patologicas, entre ellas cuestiones relacionadas con la fertilidad
tanto masculina como femenina. Una de las formas mas habituales de estudiar las
alteraciones peptidérgicas consiste en analizar la actividad de los enzimas que los

controlan y que, en general, reciben el nombre de peptidasas.

Los péptidos son hidrolizados por un nimero limitado de enzimas que
presentan una especificidad de sustrato relativamente amplia, quedando
descartado el concepto “una peptidasa un sustrato (Schwartz, 1983; Kenny,
1986). Las peptidasas se encuentran presentes en una gran variedad de tejidos y
fluidos corporales por lo que se cree que deben de estar involucradas en el
metabolismo de una gran cantidad de biopéptidos fundamentales en la
comunicacion intercelular del organismo (Fujiwara et al., 1999). En la actualidad,
el conocimiento de la funcién de las peptidasas las ha llevado a su empleo como

marcadores tumorales y dianas terapéuticas.

Ultimamente, se han venido desarrollando diversos estudios sobre el
comportamiento de las peptidasas en el sistema reproductor tanto femenino como
masculino, muchos de ellos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion
(Fernandez et al., 2002; Irazusta et al., 2004; Valdivia et al., 2004; Subiran et al.,
2008; Ramon, 2011; Romeu, 2014). Concretamente, en el presente proyecto
analizamos diez peptidasas, en muestras seminales de varones cuyas muestras
han sido utilizadas para técnicas de reproduccién asistida (Inseminacién
Intrauterina Conyugal), Endopeptidasa Neutra (NEP), Aminopeptidasa N (APN),
Aminopeptidasa B (APB), Cystil Aminopeptidasa (Cys-AP), Prolil Endopeptidasa
(PEP), Glutamil Aminopeptidasaeptidasa (Glu-AP, APA), Piroglutamil Peptidasa
(PGA |, PGLU), Dipeptil Peptidasa IV (DPP IV), Aminopeptidasa B (APB) y
Aminopeptidasa A (APA).
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1.1. Clasificacion y Nomenclatura de las Peptidasas

Las peptidasas actlan sobre péptidos, y se dividen en exopeptidasas y

endopeptidasas.

Las exopeptidasas hidrolizan el enlace peptidico del dltimo, o de los 2 6 3
ultimos aminoéacidos de la cadena (requieren carga negativa). Si la hidrdlisis
sucede en el extremo carboxilo terminal, las enzimas se denominan
carboxipeptidasa o peptidil-dipeptidasas que hace referencia a exopeptidasas
especificas para hidrolizar el enlace peptidico de los dipéptidos. Las omega-
peptidasas son enzimas que eliminan residuos terminales que son sustituidos,
ciclados o unidos por enlaces isopeptidicos formadas por grupos diferentes de a-

amino y a-carboxilo.

Las endopeptidasas cuya actuacion hidrolitica es sobre el amino terminal
del péptido (requieren carga positiva), catalizan la ruptura de enlaces peptidicos
dentro de la cadena, y se clasifican en base a su mecanismo catalitico. Asi, dentro
de este grupo se encuentran la aspartil-endopeptidasa, la cystil- endopeptidasa,
la metaloendopeptidasa, la serilendopeptidasa, la treonil- endopeptidasa, y en un
ultimo grupo se engloban aquellas peptidasas que aun no han sido clasificadas

(“unclassified-endopeptidases”).

En cuanto a las caracteristicas cataliticas, tanto las aspartil-endopeptidasas
como las metaloendopeptidasas emplean una molécula de agua activada como
nucleofilo. El resto de los grupos de endopeptidasas emplean atomos de oxigeno

0 azufre de la propia cadena lateral.

Las bases de un sistema de clasificacion segun las secuencias y
estructuras de las peptidasas se establecieron en los afios 90, de esta clasificacion
surgié la base de datos MEROPS, que desde 1996 constituye en Internet una
fuente de referencia con datos de todaslas peptidasas. Dicha base de datos
establece una clasificacion jerarquica construida sobre los conceptos de Tipo

Catalitico, Clan, Familia y Peptidasa (Barret et al., 2004), ver tablal.

En un primer paso, las peptidasas se agruparian segun el Tipo Catalitico,
es decir la naturaleza quimica de los grupos responsables de la catalisis

anteriormente mencionados, de los cuales tomarian la letra mayuscula inicial (A,
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C, M, S, T, U) de la clasificacion. Acontinuacion las peptidasas se agrupan en

clanes o familias, atendiendo a grupos de peptidasas homadlogas.

Cada Clan agruparia una o varias Familias, con un origen comun. El
nombre del Clan vendria determinado por una segunda letra mayuscula, que no
se reutiliza en caso de desaparecer el Clan en posteriores reorganizaciones de la

clasificacion. No todas las Familias pueden clasificarse en Clanes.

Las Familias se agrupan por homologia con el miembro del grupo “Mas
representativo”, en base a la unidad peptidasica. La Familia aporta un namero
secuencial a la nomenclatura. Este nUmero tampoco se reutiliza. Por ultimo, cada

peptidasa tiene un identificador Unico, con 2 partes separadas por un punto (*).

Aunque existen diversas clasificaciones, las aportadas por la Enzyme
Commission (EC), son las que estarian aceptadas actualmente. En esta
clasificacion las peptidasas se encontrarian dentro del grupo E.C. 3.4, que hace
referencia a las hidrolasas que actian sobre enlaces peptidicos. La
subclasificacién posterior estaria de acuerdo con la nomenclatura anteriormente

mencionada, propuesta por Rawlings y Barrett en 1995 y 2010.

1.1.1. Las peptidasas como enzimas interconvertidoras de

biopéptidos

La comunicacion entre células es una condicion indispensable para el
funcionamiento coordinado de cualquier organismo. Esta comunicacién se realiza
principalmente mediante tres sistemas: el sistema hormonal, el sistema nervioso
y los mediadores celulares. Los péptidos bioactivos son “moléculas mensajeras”
empleadas por estos tres sistemas. Este tipo de moléculas se caracterizan por su
ubicuidad, habiendo sido descritas en tejidos de todos los reinos de seres vivos, y
por sus secuencias cortas de aminoacidos que pueden encontrarse libres o
encriptadas en proteinas. Estos ultimos requeririan la hidrélisis enziméatica para su
liberacion (Sumitomo et al., 2005; Nasciment et al., 2008). La accion conjunta de
estos biopéptidos con las enzimas y receptores involucrados forman los diferentes
sistemas peptidicos, de vital importancia en la comunicacion celular (Turner,
1986,1987; Angelisova et al., 1999; Sjostrom et al., 2000; Mina-Osorio, 2008).
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3.4.11.2

3.4.11.3

3.4.11.6

3.4.11.7

3.4.11.14

3.4.24.11

3.4.11.21

3.4.14.5

3.4.21.26

N, CD13, Alanil-aminopeptidasa de
membrana Aminopeptidas
amicrosomal,Aminopeptidasa M,
Aminopeptidasa N, Aminopeptidasa unida a particulas,
Amino- ollgopeptldasa Alanina  ami-nopeptidasa,
Aminopeptidasa de membrana |, Pseudoleucina
aminopeptidasa,
Aminopeptidasa especifica de alanina Cisteinilglicina-
dipeptidasa, Cisteinilglicinasa, L-Alanil-aminopeptidasa,
Aminopeptidasa neutra

Cys-AP, CAP, Cistil-aminopeptidasa, Oxitocinasa,
Cistina aminopeptidasa, L-Cistina

aminopeptidasa, Peptidasa de oxitocina,
Vasopresinasasa, P-

LAP
APB, Aminopeptidasa B, Arilamidasa Il
Arginina aminopeptidasa, Arginil- aminopeptidasa,

Arginina aminopeptidasa
activada por Cl-, Aminopeptidasa citosélica IV, L-Arginina
aminopeptidasa

APA, Glu-AP, EAP, gp160, Aminopeptidasa A,
Angiotensinasa A, Aspartato aminopeptidasa,

Glutamil

aminopeptidasa,  Glutamato

aminopeptidasa activada por Ca2+, Antigeno

BP-1/6C3 de linfocitos B de ratén, Aminopeptidasa
de membrana |l

Aminopeptidasa MIl, Angiotensinasa A2, L- aspartato
Aminopeptidasa

PSA, Alanil-aminopeptidasa citosdlica,

Arilamidasa, Aminopolipeptidasa, Aminopeptidasa
activada  por tiol, Aminopeptidasa citosélica
I1l,Aminopeptidasa de higado humana, Aminopeptidasa
sensible a la

puromicina, Alanil-aminopeptidasa soluble, Alanina
aminopeptidasa

NEP (*), Neprilisina, Endopeptidasa neutral, Endopeptidasa
24.11, Peptidasa neutra del borde en cepillo de rifion,
Endopeptidasa 2, Antigeno CALLA, Endopeptidasa,
Metaloendopeptidasa de membrana, Proteinasa neutra del
borde en cepillo de rifién, Endopeptidasa -2, Glicoproteina
CALLA, Metaloendopeptidasa neutra, Metaloendopeptidasa
de membrana, Endopeptidas neutra 24.11, CD10

Asp-AP, Aspartil aminopeptidasa

DPPIV, CD26, Dipeptidil-peptidasa IV,
Dlpeptldll amlnopeptl asa IV, Xaa-Pro- dlpeptldll-
aminopeptidasa,

[gJy-Fro naruiamiaasa, Fostprolina aipepriail aminopepuiaasa
ANTJENO Oe IINTOCITO CLZb, Glicoproteina G11u, bipepudi
aipepudasa Iv, Glicliproiina aminopepuaasa, X-proli aipetail
aminopeptidasa, Pep X, Antigeno de leucocito

CD26, Glicilprolil dipeptidilaminopeptidasa,
vipepuull- pepuuou raroiasa, GIClproml

aminopepuaasa, BEBR}I}&IE%WIV

Amino acil-prolil dipeptidil

PEP, ProI|I oligopeptidasa, Enzima de actuacion
EO%I ‘prolina, Endopeptidas especifica de prolina,
opeptidasa post

prolina, Endoprolilpeptidasa, Prolil endopeptidasa

Tabla 1. Clasificacion jerarquica de

las peptidasas objeto de estudio. (M)

metaloendopeptidasa, (C) cisteinil- aminopeptidasa, (S) seril-aminopeptidasa. Tomado de IUBMB
Biochemical Nomenclature home page_(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme)
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El control peptidico es un fenomeno altamente complejo, y a la vez flexible y
aplicable al control de muy diversas funciones fisiolégicas y en tipos celulares muy
distintos. Asi, los péptidos bioactivos estan regulados por “convertasas”
especificas que los hidrolizan (Hallberg et al., 2005).

La funcién biolégica mas conocida de las peptidasas es la conversion de
péptidos bioactivos (Fig. 1). Gracias a su actividad hidrolitica las peptidasas
pueden modular las funciones de los mensajeros peptidicos, produciendo tanto

formas activas, como inactivas (Antczak et al., 2001; Proost et al., 2007).

En su concepto clasico, las responsables de la conversion de biopéptidos
son las peptidasas de superficie celular o ectopeptidasas. Estas, tienen el centro
catalitico dirigido hacia el exterior de la célula, regulando asi las funciones de estos
mensajeros peptidicos (Turner, 1986,1987; Taylor, 1993). No obstante, se ha
descrito que tanto las formas unidas a la membrana como las formas solubles
intracelulares pueden ser secretadas al exterior, donde participarian en la
conversion de péptidos bioactivos (Balogh et al., 1998; Shrimpton et al., 2002). De
hecho, los enzimas analizados en este trabajo son peptidasas presentes en la
fraccion soluble del liquido seminal y en la membrana del espermatozoide, por lo
gue su funcion no es otra que la de regular la actividad de péptidos bioactivos
presentes en la muestra seminal y cuyo cometido podria ser crucial en el proceso

de fertilizacion.

saaem

Fig. 1.- Representacion grafica de las diferentes localizaciones de las peptidasas y sus funciones
en estos lugares. (PM) peptidasa anclada a la membrana; (PS) peptidasa soluble, tanto citosélica como
secretada al espacio extracelular; (N) niicleo y (M) membrana citoplasmatica (Blanco , 2010).
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1.1.2. Catabolismo proteico y acciones intracrinas de las peptidasas

Hasta hace relativamente poco se pensaba que la funcion de las peptidasas
en el interior de las células se limitaba a la ultima etapa del catabolismo proteico
(Mantle, 1992; O’Cuinn, 1998). Asi, y dado que la accion de los péptidos bioactivos
ocurre en la superficie celular, las peptidasas citosélicas no tomarian parte en su
regulacion metabdlica, salvo que se secretaran al exterior. Sin embargo, en la
Ultima década, se ha descrito que ademas de la funcidén endocrina, paracrina y
autocrina, estos mensajeros peptidicos podrian tener funciones dentro de la propia

célula funciones intracrinas (Fig. 1).

Segun algunos autores, muchos péptidos podrian actuar en el interior de la
misma célula donde son sintetizados. Estos péptidos, mediante su union a
receptores intracelulares, regularian por accion intracrina funciones como el
crecimiento celular (Re, 2002, 2003; Re y Cook, 2006). Siendo esto asi, se ha
propuesto que las peptidasas intracelulares realizarian funciones de regulacion
intracrina, ademas de su actuacion en la ultima etapa del catabolismo proteico
(Ferro et al., 2004; Linardi et al., 2004).

1.1.3. Otras acciones de las peptidasas

Gracias a su actividad catalitica, la accion de las peptidasas también forma
parte de los procesos que conllevan a la degradacién de la matriz extracelular. Se
ha comprobado que tienen importancia en el proceso de rotura folicular (durante
la ovulacion), en el desarrollo de nuevos tejidos, en la inflamacion y en procesos

neoplasicos (Pérez et al, 2009; Blanco et al, 2010).

Ademas, algunas peptidasas pueden ejercer su funcion como moléculas
de adhesion, proceso vital en el reconocimiento celular y necesario en fenomenos
como la migracion celular (Riemann et al., 1999; Antczak et al., 2001; Pro y Dang,
2004; Carl-McGrath et al., 2006). Otras tienen funcidn receptora, se ha descrito
gue las estructuras de algunas de las ectopeptidasas estudiadas en este trabajo
contienen dominios intracitoplasmaticos de pocos aminoacidos (Riemann et al.,
1999; Sumitomo et al., 2005). De esta forma, estas peptidasas podrian dar lugar
a sefales intracelulares mediante la interaccion con diferentes moléculas,
condicionando funciones como el crecimiento o la migracion celular (Antczak et
al., 2001; Nanus, 2003; Sumitomo et al., 2005).
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1.1.4. Las peptidasas en la fisiologia y en la patologia

Las peptidasas cumplen una tarea fundamental en la comunicacion
intercelular, condicionando diferentes funciones fisioldgicas e influyendo en la
génesis y evolucion de diferentes procesos patolégicos. A nivel del sistema
nervioso central, se ha descrito que forman parte en funciones como la memoria,
el comportamiento y la nocicepcion (Hui, 2007). También es muy conocido su
papel en el sistema cardiovascular y en la funcion renal, ya que las vias
metabdlicas del sistema renina-angiotensina (denominado SRA o sistema RA)
estan reguladas por peptidasas (Fyhrquist y Saijjonmaa, 2008; Carrera et al., 2009;
Varela Gonzalez, 2015). Del mismo modo, han sido descritos cambios en la
expresion y funcion de las peptidasas en: alteraciones de la memoria y del estado
de animo, enfermedades cardiovasculares, renales, endocrinometabdlicas y en
procesos tumorales (Wiedeman y Trevillyan, 2003; Hui, 2007; Leung, 2007; Pérez,
2011). De hecho, esta ampliamente descrito el empleo de determinadas
peptidasas como marcadores tumorales (Murakami et al., 2005; Liu et al., 2007;
Havre et al., 2008; Larrinaga et al., 2010, 2011a, 2011b, 2012).

Por otra parte, algunos inhibidores de peptidasas se emplean actualmente
en terapia farmacolégica. Por ejemplo, el captopril, enalapril, y lisinopril, son
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), y se emplean en
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares (Wilcox et al., 1988). Las
gliptinas, inhiben la acciéon de la enzima dipeptidil-peptidasa IV (DPPIV), y se
emplean en el tratamiento de la diabetes tipo Il (Wiedeman y Trevillyan, 2003;
Drucker y Nauck, 2006). También existen estudios bastante avanzados sobre el
empleo de otros inhibidores de peptidasas, como los de la prolil endopeptidasa
(PEP) para el tratamiento de la demencia senil (Babkova et al., 2017) o los de la
endopeptidasa neutra (NEP) y la aminopeptidasa N (APN) en el tratamiento del

dolor, entre otros (Garcia- Horsman et al., 2007; Noble y Roques, 2007).

Algunas de las enzimas mencionadas en el parrafo anterior han sido objeto
de estudio en el trabajo que se presenta en esta Tesis. En paginas posteriores se
llevara a cabo una descripcion mas amplia y detallada de algunas de sus funciones

y caracteristicas, asi como su posible vinculacion con la fertilidad. Destacar que la
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Tabla 1 muestra la clasificacion jerarquica de las peptidasas analizadas, en ella se

puede observar tanto el nombre completo de la enzima asi como su acrénimo.

& !.
i w3

Fig. 2.- Representacion de la localizacion subcelular de las mismas, asi como la identificacion del
cromosoma en que se encuentra el gen que codifica para cada una de ellas (Blanco L, 2010).

1.2. Papel de las peptidasas en la fertilidad

El ciclo sexual es uno de los principales acontecimientos fisioldégicos en los
gue se generan cambios de los niveles hormonales, por ello no es de extrafiar que
se produzcan alteraciones en las actividades de los enzimas proteoliticos a lo largo

de él.

A finales de la década de los afios 60 comienzan a aparecer estudios que
establecen una relacion clara entre peptidasas y hormonas sexuales. Uno de ellos
fue el realizado por Vanhaper en 1969, el cual describia un incremento de
actividad hipofisaria de leucina aminopeptidasa (Leu-AP) tras tratamientos con
estrogenos. También se observaron incrementos en diversas actividades
aminopeptidasicas tras administracion de estrégenos y progestagenos en el
hipotdlamo de ratas de ambos sexos (Bickel et al., 1972; Kuhl et al., 1978).
Practicamente al mismo tiempo se propuso que, tras administracion
intracerebroventricular de LH, la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
era inactivada por la cistil aminopeptidasa (Cys-AP) y por un enzima parecido a la

oxitocinasa (Kuhl y Taubert, 1975). Destacar que la degradacion de la GnRH no
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esta limitada al eje hipotalamo-hipofisario, ya que en todas las zonas cerebrales

existen enzimas capaces de hidrolizar el decapéptido.

A finales de la década de los 80 nuestro departamento realizé un estudio
sobre diferencias sexuales en la actividad aminopeptidasica tras orquidectomia y
ovariectomia, en el que se observé un incremento de actividad enzimatica mayor
en machos que en hembras que coincidia con una mayor elevaciéon de los niveles
de LH plasmaticos en los primeros tras la castracion (de Gandarias et al., 1989).
A partir de los trabajos mencionados anteriormente, se realizaron numerosos
estudios de seguimiento de la actividad proteolitica durante el ciclo sexual en el
eje hipotadlamo-hipofisario y en otras regiones cerebrales, observandose cambios
ciclicos en estas actividades enzimaticas que podian ser paralelos o antiparalelos
a los cambios ciclicos gonadotropicos (de Gandarias et al., 1990, 1993, 1994a,
1996, 1999a, 1999b)

1.2.1. Regulacion del ciclo sexual: modelo de liberacion

gonadotropica

A pesar de las investigaciones realizadas no se conoce con exactitud el
mecanismo por el cual se produce la liberacion ciclica hormonal, es decir, no existe

un modelo de liberacién gonadotrépica plenamente establecido.

Debido a los cambios conductuales observados en el comportamiento de
las mujeres durante el ciclo menstrual, durante mucho tiempo se pensoé que debia
existir una relacion entre éste y el cerebro. Pero hasta que Sawyer (1955) detect6
gue diversos agentes neurotransmisores inhibian la ovulaciéon, no se pudo
comprobar experimentalmente. Actualmente se sabe que un gran numero de
neuropéptidos interviene en el control de la secrecion de hormonas sexuales, tanto
a nivel hipotalamico e hipofisario como en otras regiones cerebrales tales como la
amigdala o la corteza. Asi, existen numerosos trabajos que relacionan la actividad
reproductiva con biopéptidos como la angiotensina Il (A II), el neuropéptido Y, la

colecistoquinina y los péptidos opioides (siendo estos ultimos los mas estudiados).

En ratas se ha observado cémo el tono opioide hipotaldmico desciende
bruscamente durante el proestro (momento en el que se produce el pico
preovulatorio de la LH) (Sarkar y Yen, 1985), este evento es esencial en el

mecanismo neural que provoca la secrecion de LH, ya que un descenso del tono
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opioide provocado previamente adelanta el pico hormonal. Parece ser que el
sistema opioide se encuentra entre el reloj neural y las neuronas de GnRH, por lo
gue se plantea que el reloj neural debe restringir el tono opioide (Kalra, 1992). Otros
autores proponen que los estrogenos pueden modular la sintesis y/o actividad de
enzimas responsables de la degradacién o sintesis de péptidos, pudiendo asi
intervenir en la secrecién de gonadotropinas (Fink, 1988). También se ha descrito
que el estradiol hace fluctuar la densidad sinaptica en hipocampo durante el ciclo
estral (Woolley y McEwen, 1992).

Las encefalinas son unos de los EOP mas importantes del organismo y
se encuentran involucradas en el control de la liberacion ciclica hormonal. Se ha
estudiado la actividad de tres enzimas degradadoras de encefalinas: la tyr-ami-
nopeptidasa (soluble), la aminopeptidasa A (APA) y la APN (ambas unidas a
membrana). Los resultados obtenidos mostraron como la actividad soluble
cambiaba a lo largo del ciclo presentado mayores niveles de actividad durante la
tarde del proestro a nivel hipotalamico, del mismo modo, se observé que la
actividad de APN variaba a lo largo del ciclo presentando sus mayores cotas en la
tarde del proestro a nivel de hipotalamo, hipdfisis y amigdala. Todos estos picos
de actividad peptidasica son coincidentes con un descenso en el tono opioide,
pudiendo por ello estar implicadas en la regulacion de ciclo sexual (de Gandarias et
al., 1996; Fernandez, 1996).

Los resultados comentados hicieron que nuestro grupo propusiera un
mecanismo de liberacion gonadotropica del eje hipotalamo-hipofisario,
complemento del reloj neural de Kalra (Kalra, 1992), en el que durante la fase de
estro las encefalinas actuarian inhibiendo (sinaptando) la liberacion de GnRH y
catecolaminas (excitadoras de la liberacion), produciendo una inhibicion global.
Esto se lograria con una menor degradacion del péptido a nivel intracelular y
sinaptico (baja actividad aminopeptidasica soluble y de membrana). Por el
contrario, durante el proestro habria una desinhibicion encefalinérgica al
producirse un incremento en la actividad enzimatica degradadora (de Gandarias
et al., 1994b) (Fig. 3)

M? Victoria Aparicio Prieto 32



TESIS DOCTORAL

Fig. 3.- Durante la fase de estro habria un predominio
de accion opioidérgica (PIPS), que inhibiria la
liberacion de GNRH y podria inhibir a la vez la
liberacion de catecolaminas. Durante el proestro, ante

. e ' remo la caida de los niveles de encefalinas, se estimularia
b N | la produccion de catecolaminas (PEPS) y se
B e et Y . S desinhibiria la liberacion de GNRH (de Gandarias et

e mf:,:i:,l < L‘*ﬂm al., 1994b).
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1.2.2. Sistemas de comunicacion celular y fertilidad

Los péptidos opioides y sus peptidasas, ademas de actuar sobre el eje
hipotalamo-hipdfisis modulando la secrecion de GnRH, FSH y LH (Fabbri et al.,
1989; Dobson y Smith, 2000; Parvizi, 2000), tienen también una accion directa

sobre el foliculo ovérico (Dell’Aquila et al., 2002; Kaminski et al., 2003).

En el ovario, procesos tan importantes como la oogénesis, la
foliculogénesis y la ovulacion estan controlados tanto hormonalmente como por
una gran variedad de sustancias producidas por el propio ovocito y por las células
de la granulosa (Karlsson et al., 1997; Eppig, 2001; Gilchrist et al., 2004), por lo
gue existe una intensa comunicacion bidireccional entre los distintos tipos
celulares (Fig. 4). El liquido folicular contiene una gran cantidad de factores y
sustancias que regulan la maduracion folicular y ovocitaria. Del mismo modo, la
fecundacion del ovocito, el transporte del embridn resultante, su evolucion y la
capacidad de éste de implantarse en el endometrio estaran claramente
influenciados por las caracteristicas del microambiente que el embrién encuentre
tanto en las trompas de Falopio como en la cavidad uterina (Facchinetti et al.,
1986; Petraglia et al., 1986; Pardanaud y Dieterlenlievre, 1993; Hannoun et al.,
2010; Bianchi et al., 2013).

En resumen, durante el ciclo sexual las células ovéaricas y endometriales
sufren cambios dinAmicos en cuanto a crecimiento, diferenciacion y regresion
celular, por lo que el 6rgano reproductor femenino representa un buen modelo
para el estudio de la regulacion peptidérgica (Fujiwara et al., 1999). Si lo que

buscamos es una optimizacién de los tratamientos de reproduccion asistida,
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resultara imprescindible conocer todos estos sistemas de comunicacion celular
con el fin de conseguir el microambiente idoneo para el cultivo de gametos y

embriones:
> Formacion del foliculo
> Crecimiento
> Bloqueo meidtico
> Transcripcion
> Proliferacion
> Maduracion
> Diferenciacién

> Expansion del camulo Ovulacién

Formacion del foliculo

" Crecimiento 0
Bloq. meidtico
Transcripcien

Expansidn del comulo
Orvulacion

Fig. 4.- Comunicacion bidireccional entre el ovocito y las células de la granulosa. Se observa la
influencia de las células de la granulosa en el desarrollo ovocitario asi como los procesos controlados por el
ovocito que se llevan a cabo en las células de la granulosa (Eppig, 2001).

Uno de los sistemas de comunicacion celular mas estudiados es el sistema
opioide, integrado por los péptidos opioides endbégenos (EOP), sus receptores
celulares y los enzimas que se encargan de su regulacion (peptidasas). El sistema
opioide se encuentra presente en organos Y tejidos del tracto genital masculino y

femenino, interviniendo en la funcion reproductora.
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Otro importante modelo de regulacion fisiolégica es el sistema Renina
Angiotensina, presente en el ovario de multiples especies (entre ellas la humana)
(Nemeth et al., 1994), de hecho, se ha propuesto su intervencion en procesos tan
importantes como la esteroidogénesis, la ovulacion, el sindrome de ovario
poliquistico y el sindrome de hiperestimulacion ovarica (Harata et al., 2006). En el
presente proyecto de Tesis Doctoral ampliaremos el estudio de este sistema en

espermatozoide humano.

2. CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LAS
AMINOPEPTIDASAS ESTUDIADAS

2.1. Endopeptidasa Neutra (NEP, CD10) (E.C.3.424.11)
Caracteristicas moleculares

La NEP es una ectoenzima perteneciente a la familia de proteinas
integrales de membrana tipo IlI, también se la conoce como neprilisina. Es

considerada una metalopeptidasa dependiente de Zn?*.

Es una endopeptidasa representativa de la Familia M13 cuya accion esta
restringida a péptidos de entre 40 y 50 aminoé&cidos de longitud, presenta alta
especificidad por el extremo N-terminal de los aminoacidos hidrofébicos,
principalmente leucina, metionina y fenilalanina (Kerr, Kenny, 1974). Asi, sus
principales sustratos in vivo parecen ser las encefalinas, taquicininas, asi como,
sustancia P, endotelinas, bombesina y bradiquininas (McLellan et al., 1988;
Roques y Beaumont, 1990).

El gen MME localizado en el cromosoma 3 (925.1-25.2) es el encargado de
codificar la NEP humana. Su purificacion y clonacion revelaron que esta proteina
integral de membrana, posee un corto dominio citoplasmatico, una regién
hidrofébica transmembrana y un largo dominio extracelular que contiene el sitio
activo (Malfroy et al., 1988). Normalmente aparece como un homodimero de
membrana unido no covalentemente (Shimada et al., 1996). Cada cadena
polipeptidica, con un peso molecular de unos 100 kDa aproximadamente, se
encuentra altamente glicosilada y posee cuatro residuos conservados de cisteina
gue parecen estar implicados en el mantenimiento de la estructura y la actividad

enzimética (Tam et al.,, 1985). Ademés, la NEP es idéntica al cluster de
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diferenciacion CD10 y al marcador de linfocitos llamado CALLA (Letarte et al.,
1988; Roques et al., 1993).

linker

Fig. 5.-Estructura tridimensional
de la endopeptidasa neutra.
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Localizacion (distribucion celular)

Aunque la NEP se localiza principalmente en los botones axonales de
neuronas, también se ha detectado en dendritas neuronales, oligodendrocitos,
astrocitos y células de Schwann (Marcel et al., 1990; Matsas et al., 1989; Kioussi
et al., 1992). Su distribucion coincide con los receptores opiodes (Waksman et al.,
1986).

2.2. Aminopeptidasa neutra (APN, CD13, EC 3.4.11.2)
Caracteristicas moleculares

El gen que codifica para esta enzima (ANPEP) se encuentra localizado en
el brazo largo del cromosoma 15, ocupa 35 kb (Look et al., 1989), y su expresion

varia durante el crecimiento y la diferenciacion celular (Sjostrom et al., 2000).

La APN es una metaloproteina que pertenece a la familia M1 de
aminopeptidasas, y el Zn?* es el Unico metal divalente que interviene en su centro
activo. Es una verdadera aminopeptidasa integral de membrana de tipo Il
(McLellan et al., 1988; Riemann et al., 1999). También se presenta altamente

glicosilada, y con el centro activo orientado hacia el exterior celular. Asi, esta
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ectoenzima suele aparecer descrita como un homodimero, con dos subunidades
unidas no covalentemente, cada monomero tiene 967 aminoacidos y un peso
molecular aproximado de unos 150 kDa (Sjostrom et al., 2000; Luan y Xu, 2007,
Mucha et al., 2010; Wong et al., 2012). Los aminoacidos estan agrupados en siete
regiones: una cola intracelular corta, un pequefio segmento 0 region de
transmembrana, un pequefo tallo extracelular y una region extracelular grande
(Sjostrom et al., 2000; Wong et al.,2012; Chen et al.,2012). Esta ultima regién
esta organizada en cuatro secciones, también reconocidas como dominios acorde
al plegamiento caracteristico de las metalopeptidasas M1 (Thunnissen et al., 2001,
Kyrieleis et al., 2005; Wong et al., 2012; Chen et al., 2012) (Fig. 6).

Las caracteristicas estructurales generales de las siete regiones
establecidas para la APN de mamiferos se describen a continuacion y son el
resultado de la integracion de los informes previos relacionados con la secuencia
de esta enzima y su topologia en la membrana, con los datos obtenidos de la
determinacién de la estructura tridimensional por difraccién de rayos X para las
enzimas humana y porcina (Sjostrom et al., 2000; Xu et al., 2005; Wong et al.,
2012; Chen et al., 2012):

*Region I: Region o extremo citoplasmatico (amino-terminal) compuesto

por 9 aminoacidos.

*Regidn II: Constituida por una a-hélice de 24 aminoacidos hidrofébicos
gue forman el segmento de transmembrana que le permite a la enzima

mantenerse anclada a la misma.

*Region Il Se encuentra hacia el exterior de la célula, esta compuesta por
33 residuos aminoacidicos, muchos de ellos residuos de serina y treonina y

soporta el nucleo catalitico de la enzima.

*Region IV: Posee un plegamiento en forma de barril 3. No es significativo

para la actividad enzimatica (aminoacidos del 67 al 287).

*Regiones V y VI: Forma el sitio catalitico con los ligandos del ion Zn?*
(aminoacidos 288 al 636). La region o dominio V tiene un plegamiento tipo
termolisina, enzima modelo de la familia y en ella se encuentran los motivos tipicos
352GXMEN356 y 388HEXXHX18E411 (la numeracion de los residuos se sigue
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acorde con la APNh (Thunnissen et al., 2001; Kyrieleis et al., 2005; Wong et al.,
2012; Chen et al., 2012). Esta region esta formada por dos subdominios, uno hacia
el extremo amino que se pliega en forma de hoja B, con una a-hélice que lo
conecta con el subdominio localizado hacia el extremo carboxilo, con plegamiento
en superhélice a. La region o dominio VI adopta un plegamiento en forma de

sandwich (3.
« Region VII: Region carboxilo terminal (aminoacidos del 637 al 967).

Tiene un plegamiento en forma de superhélice a, por lo que presenta un
alto contenido de a-hélices y de residuos polares relacionados con la dimerizacién
de la enzima. Esta implicado en la formacién del dimero mediante fuerzas no
covalentes. En el caso de la APNh, presenta un lazo flexible de 8 residuos
aminoacidicos (891YGGGSFSF898) que solo se forma cuando la enzima esta
unida a un inhibidor o a un péptido sustrato (Pascual et al., 2015).

Localizacion (distribucion celular)

A pesar de expresarse principalmente como enzima de membrana, en
ocasiones, se puede encontrar de forma soluble en fluidos corporales tales como
el plasma sanguineo, la orina, el liquido seminal (Jung et al., 1984; Erbeznik y
Hersh, 1997; Antczak et al., 2001; Fernandez et al., 2002; Ramon, 2011; Subiran
et al., 2011) y en el liquido folicular (Roméu, 2014). No obstante, se desconoce el
mecanismo a través del cual la aminopeptidasa N es liberada de la membrana

plasmatica.

Su distribucion es bastante amplia, es particularmente abundante en las
membranas celulares del borde en cepillo del intestino delgado, el rifion y la
placenta. También se encuentra presente en el higado, si bien el mayor interés
por esta enzima surgio con el descubrimiento de su participacion en la hidrolisis e

inactivacion de encefalinas en el cerebro (Gros et al., 1985a; Matsas et al.,1985).
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Fig. 6.- Representacion esquematica de APN dimérica de mamiferos. Dimero en membrana de
APNN. I: organizacion en regiones de la cadena polipeptidica de APNh. La regién citoplasmatica se muestra
en azul claro, el segmento transmembrana en negro, el tallo rico en Ser/Thr es rojo, y las restantes regiones
(que forman el ectodominio) 1V, V, VI y VIl se muestran en naranja claro, verde, magenta y azul, res-
pectivamente. |l diagrama de cintas del dimero APNh representado en su probable orientacioén con respecto
a la membrana plasmatica. Los colores de las regiones corresponden a la representacion en |. Las esferas
rojas indican la localizacion de los iones Zn2+ de los centros activos.

En el sistema inmunolégico, la APN se encuentra como marcador de
superficie (CD13) en monocitos/macrofagos, células presentadoras de antigenos
(APC), linfocitos T y B, y granulocitos. También esta enzima, participa en la
degradacion de citoquinas y antigenos presentados en la superficie celular por
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |y Il, regulando
indirectamente funciones del sistema inmune. La APN también participa en la
transduccion de sefiales en monocitos y en los linfocitos T (Scornik y Botbol, 2001;
Luany Xu, 2007; Mina-Osorio et al., 2008; Wickstrom et al., 2011). Ademas, se ha
descrito como implicada en la regulacion de la actividad de algunos péptidos como
encefalinas, angiotensinas, bradiquininas, citoquinas y quimocinas entre otras
(Gros et al., 1985b; Matsas et al., 1985).

La accion de su hidrdlisis libera el aminoacido del extremo amino terminal
de péptidos que poseen entre 3y 16 residuos de aminoacidos. Su accion es mayor
cuando este aminoacido es alanina, a pesar de que también actia cuando se
encuentran otros aminoacidos, incluida la prolina (si bien en este caso la acciéon
es mucho mas lenta). La presencia de un residuo hidrofébico seguido de prolina,

provoca la hidrélisis intacta del dipéptido resultante (Barrett y McDonald, 1986).
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Ademas, hidroliza numerosos dipéptidos, pero no aquellos que contengan
residuos aspartil, glutamil, histidil, glicil, prolil o valil en el extremo N-terminal
(O’Cuinn, 1998).

El papel bioldgico de esta enzima ha sido ampliamente descrito y se emplea
como marcador histolégico y/o de prondstico en algunos tipos de cancer
(Bogenrieder et al., 1997; Ishii et al., 2001; Hashida et al., 2002).

Ademas, se conoce su papel en el sistema inmune (Riemann et al., 1999),

asi comosu implicacion en la angiogénesis (Bhagwat et al., 2001).

Se ha observado que la actividad optima se da aproximadamente apH 7 y
es activada por la presencia de DTT. Ademas de los agentes metaloguelantes, los
agentes thiol-reactivos, bestatina y particularmente la amastatina provocan la
inhibicién de la APN (O’Cuinn, 1998; Riemann et al., 1999; Sjostrom et al., 2000;
Turner et al., 2004).

La implicacion de la aminopeptidasa N en procesos fisiolégicos como el
control de la presion arterial y las respuestas analgésicas, asi como en procesos
patolégicos, en los cuales se encuentra sobreexpresada su actividad, la han
convertido en un blanco importante para el disefio de potenciales nuevos agentes
terapéuticos para el tratamiento de la presion arterial en el sistema nervioso
central, el manejo deldolor, el desarrollo de antivirales y diferentes etapas de los

procesos cancerigenos y de inflamacion (Pascual et al., 2015).
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2.3.  Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA) (EC 3.4.11.14)
Caracteristicas moleculares

Al igual que la APN, la PSA pertenece a la familia M1 de las
metalopeptidasas. En este caso, es una sialoglicoproteina dependiente de Zn?*y
aungue también se activa en presencia de Co?*, en este caso, el complejo formado

es menos estable.

Su accion aminopeptidasica es bastante amplia. Hidroliza preferentemente
residuos de alanina del extremo N-terminal de muchos oligopéptidos, siempre y
cuando tengan menos de 13 aminoacidos, aunque también puede hidrolizar
leucina, arginina, tirosina, fenilalanina y metionina, entre otros, con elevada
afinidad (Taylor, 1993). Por el contrario, los péptidos que presentan prolina en
tltima o antedltima posicidon no se ven afectados por su accion (Dando et al.,
1997). Entre los sustratos de esta enzima, se encuentran las encefalinas,
endorfinas y dinorfinas entre otros (Gros et al., 1985a; McLellan et al., 1988).

El gen que codifica para la PSA, denominado NPEPPS, se encuentra en el
cromosoma 17 (17q921), ocupa 40 kb presenta 23 exones y 22 intrones (Thompson
et al., 1999). Al igual que otros miembros de la familia M1, es una metaloproteina
de cadena simple, de aproximadamente 100 kDa. Su actividad méaxima se da a pH
7,5y es activada por compuestos como tiol e iones calcio (Haeggstrom, 2004). Es
inhibida por EDTA 1,10-fenantrolina, amastatina, bestatina y puromicina entre
otros (Mantle et al., 1983; Dando et al., 1997). La sensibilidad a la purominicina,
asi como su activacion por tioles, son hechos diferenciales de la PSA frente a

otras metalopeptidasas (Mantle, 1992).
Localizacion (distribucion celular)

Es una enzima principalmente citosélica (Tobler et al., 1997), lo que de
forma clasica no seria consistente con su accidon como enzima degradadora de
péptidos bioactivos. Sin embargo, hay autores que proponen su participacion en
eventos proteoliticos esenciales para el crecimiento y la viabilidad celular
(Constam et al., 1995). En este sentido, Stoltze y colaboradores (2000) considera

gue las exopeptidasas y oligopeptidasas citosoélicas tienen su papel en la
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degradacion de oligopéptidos, incluyendo algunos péptidos antigénicos,

resultantes del turnover proteico celular.

No obstante, PSA ha sido detectada en forma soluble en cerebro bovino
(Hersh y McKelvy, 1981) y también se ha descrito actividad en liquido folicular
ovarico (Roméu, 2014) por lo que se cree que puede estar involucrada en el
proceso reproductivo (Osada et al., 2001a, 2001b).

Su presencia ha sido descrita mayoritariamente en el cerebro. También es
abundante en intestino delgado, testiculos (Tobler et al., 1997) e higado (MoHiroi

et al., 1992), asi como en musculo esquelético y rifion (de Souza et al.,1991).
2.4. Aminopeptidasa B (APB) (EC 3.4.11.6)
Caracteristicas moleculares

La aminopeptidasa B pertenece a la familia M1 de las metalopeptidasas, y
al igual gue otras enzimas de la misma familia, presenta un sitio de unién a Zn?*
(Suda et al., 1976; Ocain y Rich, 1987). De acuerdo con su dependencia por este
iGn, su accion se ve inhibida por sustancias quelantes, asi como, por inhibidores
tipicos de enzimas con accidn peptidasica, entre ellos, bestatina, agentes tiol-
reactivos, arfamenina Ay B (Hopsu et al., 1966; Cadel et al., 1995; O’Cuinn, 1998;
Foulon et al., 2004). La actividad de esta enzima de 72 kDa es estimulada por

iones clorados (CI").

Al igual que otros genes que transcriben para enzimas con actividad
peptidasica, el gen que transcribe para APB, RNPEP posee numerosos exones.
Este gen, de 24 kb, se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1 (Aurich-Costa
et al., 1997) y su producto final es una proteina monomérica cuyo extremo amino
terminal podria actuar como péptido sefal (Fukasawa et al., 1996; Cadel et al.,
1997).

Localizacion (distribucion celular)

Su presencia ha sido mostrada en gran nimero de tejidos de mamiferos, si
bien su nivel de expresion es diferente en los mismos (Foulon et al., 1996). Se ha
detectado APB en cerebro, pancreas, corazon, tejido testicular y liquido seminal

entre otros (Cadel et al., 1997; Taupenot et al., 2003; Hwang et al., 2007; Ramon,
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2011). En cuanto a su localizacion subcelular, inicialmente fue descrita como una
proteina citosoluble, y posteriormente ha sido localizada en el reticulo
endoplasmatico, e incluso como enzima de secrecion en la matriz extracelular
(Lauffart et al., 1988; Tanioka et al., 2003; Cadel et al., 2004). Ademas, su actividad
enzimatica también ha sido medida en la fraccion de membrana (Varona et al.,
2007).

El intervalo de pH en el que actla esta exopeptidasa de aproximadamente
72 kDa es bastante amplio, si bien desarrolla su actividad éptima alrededor de pH
7. Este hecho, junto con su ubicuidad, se presenta como argumento a favor de su
adaptabilidad a diversos compartimentos subcelulares y su papel en un amplio
espectro de fendmenos fisioldgicos. Algunos autores, la relacionan incluso con
fendmenos como la maduracion post-traduccional y otros procesos reguladores

en la membrana plasmatica (Foulon et al., 2004).

Su denominacién como aminopeptidasa basica corresponde al hecho de
gue su accion libera los aminoacidos lisina o arginina del extremo amino terminal,
siempre que el anterior aminoacido no sea una prolina (Gainer et al., 1984; Cadel
et al., 1995). Asi, entre sus sustratos naturales se encuentran las bradiquininas,
encefalinas, somatostatina, A Ill y kalidinas (McLellan et al., 1988; Foulon et al.,
2004).

2.5. Dipeptidil Peptidasa IV (DPPIV) (EC 3.4.14.5.)
Caracteristicas moleculares

La dipeptidil aminopeptidasa IV es una exopeptidasa empleada como
marcador tumoral que pertenece a la familia S9 de peptidasas, en la que se
engloba un grupo bastante variado de seril-aminopeptidasas. Pertenece al grupo
denominado “familia prolil oligopeptidasa” por lo que es incapaz de hidrolizar
péptidos que contengan mas de 30 residuos (Polgéar, 2002). La accion de su
hidrolisis libera un dipéptido del extremo amino terminal de algunos oligopéptidos y
polipéptidos, siempre que el ante ultimo residuo corresponda a una prolina (o
alanina aunque con menor afinidad) y el anterior no sea ni prolina ni hidroxiprolina
(O’Cuinn, 1998; Pro y Dang, 2004). La identidad del ultimo aminoacido no es
critica para la accion de esta enzima, siempre que tenga el grupo amino libre
(Yoshimoto et al.,1978).
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A nivel bioquimico, se puede mencionar que esta seril-aminopeptidasa
tiene una actividad optima a pH 7,8 y que posee un peso molecular de
aproximadamente 110 kDa en su forma madura glicosilada. Puede ser inhibida
por fluoruro de fenilmetilsulfonilo, diprotina A, bacitracina, puromicina y por los
agentes thiol-reactivos: p-cloromercuribenzoato y N-etilmaleimida (O’Cuinn,
1998; Kikkawa et al., 2005).

Localizacion (distribucion celular)

Es una glicoproteina de membrana, que presenta un extremo amino
terminal de tan sélo 6 aminoacidos hacia el citoplasma, un dominio hidrofébico
gue la ancla a la membrana y un gran dominio extracelular en el que se haya el
centro activo. También se ha visto, que en ocasiones, la pérdida del extremo
amino terminal insertado en la membrana, puede originar su presencia en forma
soluble en suero humano, liquido cerebroespinal, liquido seminal y otros fluidos
coporales (lwaki-Egawa et al., 1998; Carl-McGrath et al., 2006; Ramon, 2011).
Se ha descrito que esta enzima esta involucrada en la activacion e
inactivaciéon de un gran namero de citoquinas y quimosinas (Havre et al., 2008)
y ademas de su accion sobre péptidos bioactivos y su papel en el sistema imnune,
esta aminopeptidasa tendria especial relevancia en el transporte especifico de
algunos dipéptidos y tripéptidos (Tiruppathi et al., 1990).

Fig. 8. Estructura
tridimensional de la dipeptidil |

peptidasa IV.
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Consta de un gran dominio extracelular (C-terminus), conectado a un
dominio transmembrana hidrofébico y un corto dominio intracelular (N-terminal)
(Engel et al., 2003; Lambeir et al., 2003). La dimerizacion de la DPP-IV (pm
240 kd) es un prerrequisito para su actividad enzimatica. Esta forma molecular
carece de componente transmembrana e intracelular. Tipicamente esta presente
como un homodimero con pm 210-290 kd, pero también forma grandes complejos
moleculares de 900 kd (Lambeir et al., 2003). Existe también un homdlogo de la
DPP-1V soluble, localizado a nivel intracelular y en el plasma sanguineo. Estos
diferentes niveles de expresion estarian relacionados con una caracteristica de los
genes que codifican para algunas seril-proteasas (Rawlings et al., 1991), y es el
hecho de que el gen DPP4 (2924.3) (Abbott et al., 1994) presente multiples
exones, hasta el extremo de que los aminoacidos que codifican para el centro
activo se encuentren en 2 exones diferentes. Asi, incluso se ha descrito que la
mutacion de un solo aminoacido de este centro activo provoca que, una vez
sintetizada en el reticulo endoplasmico, la DPPIV no migre hasta la membrana
plasmatica y sea degradada rapidamente (Tsuiji et al., 1992).

Su presencia en algunos tejidos tiene lugar en una proporcion bastante
elevada, como en el rifidn, intestino delgado o placenta. En otros tejidos se ha
localizado en menor concentracion, como en la lengua o en el higado, mientras

gue en el corazdn, pancreas y cerebro, su presencia es bastante menor.

Se ha encontrado actividad DPP en testiculos y epididimos de algunos
mamiferos (bovinos y ratas). Esta actividad es causada por DPP 4 en el epididimo,
mientras que en los testiculos es atribuida a DPP8/9. No se encontrd actividad
DPP en los espermatozoides a excepcion de los incrustados en el epitelio, justo
antes de su liberacién a la luz y en las espermatides que presentaban una tincion
especifica para DPP9 (Dubois et al., 2009).
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2.6. Cistil aminopeptidasa (Cys-AP) (EC 2.4.11.3)
Caracteristicas moleculares

Esta enzima es una sialoglicoproteina, que como la APN, PSA, APB y

APA pertenece a la familia M1 de las metalopeptidasa.

Como otras metalopeptidasas, su actividad es inhibida por agentes
guelantes, como 1,10- fenantrolina, cationes divalentes, amastatina, bestatina y
puromicina, estos dos ultimos en menor medida (Kandror et al., 1994; Matsumoto
et al., 2000; Nomura et al., 2004). Su actividad es Optima a pH 7,4 y poseen un
peso molecular de 160 kDa. Los 18 exones y 17 intrones que constituyen el gen

LNPEP que codifica para esta enzima, se encuentran en el cromosoma 5.

Su accion provoca la liberacion de una cisteina del extremo amino terminal
de un amplio espectro de sustratos, tales como oxitocina, vasopresina,
somatostatina y A Il (Sjoholm y Yman, 1967; Mitsui et al., 2004). La cistil-
aminopeptidasa es la Unica aminopeptidasa de membrana descrita como
degradadora de oxitocina, por lo que se le suele denominar oxitocinasa. También
libera otros aminoacidos neutros o basicos, dependiendo de la identidad del

siguiente aminoacido y de la longitud del péptido (Nomura S et al., 2005).
Localizacion (distribucion celular)

Su presencia de forma soluble en suero de mujeres embarazadas ha sido
descrita desde hace mas de 50 afios, si bien posteriormente se ha descrito su
presencia como proteina transmembrana de tipo I, no solo en placenta, sino
también en otros tejidos tales como cerebro, corazén, rifidn, colon, prostata, ovario
y musculo esquelético (Keller et al., 1995; Rogi et al., 1996; Laustsen et al., 1997;
Czech y Corvera, 1999; Moeller et al., 1999; Demaegdt et al., 2004).

En su forma transmembranal presenta un dominio citoplasmatico, un
pequeiio dominio transmembrana y un dominio de mayor tamafio en la cara
externa de la célula (Rogi et al., 1996; Laustsen et al., 1997). En esta forma la Cys-
AP ha sido identificada como el receptor AT4, que une A IV inhibiendo la actividad
enzimatica del receptor. Su conversion en enzima sérica durante el embarazo
corresponde a la accion de metaloproteasas, que por su accion catalitica liberan
el dominio carboxilo terminal (Nomura et al., 2005).
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Ademas de en el mantenimiento de la homeostasis durante el embarazo
(Rogi et al., 1996), se ha visto involucrada en muchos procesos fisiopatoldgicos,
incluyendo algunos procesos tumorales (Ito et al., 2001; Suzuki et al., 2003). Es
también una de las multiples proteinas relacionadas con el metabolismo de la
insulina, se ha descrito que dicha hormona regularia los mecanismos de trans-
locacion de Cys-AP (Sumitani et al., 1997).

2.7. Aspartil aminopeptidasa (Asp-AP) (EC 3.4.11.21)
Caracteristicas moleculares

Asp-AP es una metalopeptidasa de la familia M18. Posee elevado peso
molecular y se presenta en forma de oligobmero, en este caso 8 subunidades

idénticas de 53 kDa cada una.

Su accion radica en la hidrdlisis de &cido glutamico, o aspartico
(preferentemente) del extremo amino terminal, con preferencia de la presencia de
aminoacidos neutros o hidrofébicos en la siguiente posicion. El gen que codifica
para esta enzima (DNPEP) est4 ubicado en el cromosoma 2, y su secuencia se
encuentra altamente conservada, siendo la Unica peptidasa de la familia M18 que
se ha descrito en mamiferos. Como en el caso de otras metalopeptidasas, su
accion es inhibida por EDTA, 1,10-fenantrolina y DTT (Sanderink et al., 1988;
O’Cuinn, 1998), y activada por Ca?*. Su pH 6ptimo se encuentra en 7,5 (Wilk et
al., 2004).

Localizacion (distribucion celular)

Esta enzima constituye mas del 0,1% de las proteinas citosolicas solubles
de varios tejidos, por lo que deberia ser considerada como la principal peptidasa
intracelular. Sin embargo, ademés de su descripcion como enzima citosolica, se
ha encontrado actividad aspartil-aminopeptidasa ligada a la membrana (Ramirez-
Exposito et al., 2000; Varona et al., 2007; Blanco et al., 2008; Carrera et al., 2009).
Su elevada concentracion y su amplia distribucion sugieren un papel importante
en el proceso final del metabolismo intracelular de péptidos y proteinas, de forma
coordinada con el proteosoma y otras peptidasas (Wilk et al., 1998, 2002). Sin

embargo, se cree que podria tener otras funciones mas especializadas en base a
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gue interviene en el metabolismo de péptidos biolégicamente activos, tales como

A 11, colecistoquinina-8 6 neuropéptido-K (Kelly et al., 1983; Wilk et al., 1998).
2.8. Glutamil aminopeptidasa (Glu-ap, APA) (EC 3.4.11.7)
Caracteristicas moleculares

Es una metalopeptidasa de 160 kDa que pertenece a la familia M1 de las
aminopeptidasas, unida a membrana ZINC-dependiente que cataliza el clivaje de

péptido N-terminal del glutamato (y en menor extension al aspartato).

Su denominacién como aminopeptidasa acida corresponde al hecho de que
esta ectopeptidasa libera aminoacidos acidos del extremo amino terminal. De
hecho, hidroliza principalmente residuos glutamil, aunque también puede
hidrolizar con menor especificidad residuos aspartil (Glenner et al., 1962; Hwang
et al., 2007; Wang J et al., 2004).

En humanos, el gen que codifica para la Glu-ap, ENPEP, se encuentra
ubicado en el brazo largo del cromosoma 4, ocupa 100 kb y posee 20 exones, asi

como numerosos intrones (Vazeux et al., 1996; Wang et al., 1996).

Inicialmente la Asp-AP y la APA se describieron como una misma enzima,
pero al avanzar el conocimiento sobre ellas, se descubri6 que tenian
caracteristicas propias, y actualmente se clasifican en diferentes familias (Wilk y
Thurston, 1990). En mamiferos, ha sido descrita como una enzima con dos
subunidades de un peso molecular aproximado de unos 140 kDa cada una (Wang
et al., 2004).

Desarrolla su actividad 6ptima alrededor de pH 7,2 y es activada por la
presencia de iones Ca*? con los sustratos glu- - naftilamida y asp- B- naftilamida.
Asi mismo, la hidrolisis de glu- B- naftilamida pero no la de asp- (- naftilamida es
también activada por iones Ba+2. La actividad de la aminopeptidasa acida
citosolica es inhibida por quelantes metalicos (EDTA y 1,10 fenantrolina) y tioles
(DTT: ditiotreitol) (McDonnell M et al., 1997; Sanderink GJ et al., 1988).

Localizacion (distribucion celular)

Se ha descrito su expresion en linfocitos B de raton, siendo idéntica a la

BP-1/6C3 y empleada como antigeno marcador de diferenciacion.
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Es una proteina de membrana tipo Il, y al igual que otras metalopeptidasas,
presenta un sitio de unién a Zn*? orientado hacia el exterior celular. Aungque se
clasifica como una enzima de membrana, su actividad enzimatica también ha sido
descrita tanto en la fraccion soluble como en suero. En este ultimo caso, su
liberacion al medio extracelular es consecuencia de la hidrélisis de proteinas de
membrana (Carrera et al., 2004; Goto et al., 2006). La Aminopeptidasa A se
expresa en muchos tejidos, especialmente en el cerebro, el borde en cepillo de las
células del epitelio intestinal y renal, y en el endotelio vascular (Lojda y Gossrau,
1980; Marchio et al., 2004; Goto et al., 2006; de Mota et al., 2008). Un conocido
sustrato de esta enzima es la Angiotensina Il, octapéptido que resulta ser también
un importante regulador de la presién sanguinea (Marchio et al., 2004; Ruiz-
Ortega et al.,, 2007). Ademds, ha sido relacionada con numerosos tipos de
neoplasias, entre ellas, de préstata, de Utero, de rifidn y células escamosas de
cabeza y cuello, asi como con el linfoma (Fujimura et al., 2000; Ino et al., 2003;
Blanco et al., 2008; Pérez et al., 2009).

La Aminopeptidasa A convierte la angiotensina Il en angiotensina lII,
rompiendo el N-terminal de aminoacidos acidos (aspartato), sirviendo como paso
limitante en el metabolismo de la Angiotensina Il. La aminopeptidasa A, regula el
sistema renina angiotensina intrarrenal, estando distribuida en la superficie de las
células endoteliales glomerulares, mesangiales y podocitos a lo largo de la
nefrona, teniendo la mas alta expresion en el tubulo proximal renal. Ademas, la
Aminopeptidasa A es uno de los péptidos efectores principales del sistema renina
angiotensina cerebral, ejerciendo un efecto tonico estimulante sobre el control de
la presion arterial, habiéndose establecido lineas de investigacion, en busca de
farmacos antihipertensivos por bloqueo de esta aminopeptidasa (Bodineau et al.,
2008). Componentes del SRA se han encontrado en los testiculos, epididimo,
conductos deferentes, préstata y semen. Las funciones del SRA en los procesos
locales en estos sitios, son todavia inciertos y aun no se han dilucidado totalmente,
aunque hay pruebas de la participacion en la contractilidad tubular, la
espermatogénesis, la maduraciéon de espermatozoides, la capacitacion, la

exocitosis acrosomal y la fertilizacion (Leung y Sernia, 2003).
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2.9. Prolil endopeptidasa (PEP) (EC 3.4.21.26)
Caracteristicas moleculares

Junto a la DPPIV, la PEP es una enzima perteneciente a la familia S9 de

las peptidasas del Clan SC.

Se trata de una peptidasa monomérica de aproximadamente 75 kDa, cuya
actividad resulta 6ptima en un pH entorno a 7,5. El incremento de dicha actividad
es posible con NaCl, potasio, fosfato e iones nitrato. Por el contrario, resulta
inhibida con Z-thio-prolina-thioprolinal (Gass y Khosla, 2007). El gen PREP, que
codifica para la enzima PEP, se encuentra ubicado en el brazo largo del
cromosoma 6, descrito por Goossens (Goossens et al., 1996a, 1996b) Esta
endopeptidasa posee la capacidad de hidrolizar péptidos en el residuo prolina
interno, de su extremo carboxilo unido al péptido (Gass y Khosla, 2007).

— \_ peptidase
—— f domain
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Fig. 9.- Estructura tridimensional de la Prolil oligopeptidasa

Al pertenecer a la familia prolil oligopeptidasa no es capaz de hidrolizar
moléculas de mayor tamafio, por lo que su especificidad viene dada no sélo por la

presencia del aminoacido prolina en la penudltima posicion del extremo carboxilo
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terminal, sino que también viene determinada por el peso de la molécula (Polgar,
2002).

Localizacion (distribucion celular)

Esencialmente, se trata de una peptidasa citosolica que ha sido descrita
ademas, como enzima de membrana y también en liquidos corporales, siendo
mas abundante en plasma que en suero (Gotoh et al., 1988; Oleary et al., 1996;
Momeni et al., 2003; Szeltner y Polgar, 2008).

Inicialmente se descubri6 su presencia en el (tero, como enzima
degradadora de oxitocina (Walter et al., 1971), y en la actualidad se conoce su
accion sobre otros péptidos bioactivos. Asi, rompe especificamente la unién
prolina, en péptidos tales como, sustancia P, vasopresina, neurotensinas,
angiotensinas | y II, dinorfinas, bradiquininas, TRH, hormona liberadora de de
hormona luteinizante (LHRH) y hormona estimuladora de alfa-melanocitos
(Welches et al., 1991, Ito et al., 2004; Ruiz-Ortega et al., 2007; Myohanen et al.,
2011).

La prolil endopeptidasa se encuentra ampliamente distribuida en el
organismo, localizandose principalmente en cerebro, musculo, testiculo, rifion y
glandula submaxilar (Goossens et al., 1996a; Gass y Khosla, 2007; Myohanen TT
et al., 2009). Respecto a sus posibles funciones, se cree que participa en la
regulacion del metabolismo de las sustancias peptidicas mencionadas, y que su
accion podria estar relacionada con el aprendizaje, la memoria, el estado de animo
y otros procesos neurolégicos (Li et al.,, 1996; Morain et al.,, 2000, 2007;
Agirregoitia N et al., 2003b; Babkova et al., 2017). A nivel reproductivo, se ha
involucrado a PEP con la meiosis de los espermatocitos, la diferenciacion de las

espermatidas, y motilidad de los espermatozoides (Kimura et al., 2002).
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3. SISTEMA OPIOIDE

El opio es la resina obtenida de la adormidera o planta del opio (Papaver
Somniferum L.) y la morfina de aqui extraida es la responsable de la mayoria de
sus efectos bioactivos (de Lorenzo et al., 1999). Debido a los efectos psicoactivos
del opio, éste ha sido utilizado mucho mas que cualquier otro narcético
(excluyendo el alcohol). De hecho, esta resina siempre ha tenido un lugar
privilegiado en la medicina y, por lo que se ha podido saber, al menos en los
ultimos 4000 afos ha sido muy utilizada en terapéutica (Snyder, 1993). Los efectos
guimicos de los opiaceos se empezaron a entender cientificamente una vez

aislados los compuestos activos del opio.

En 1805, el quimico aleman Friedrich Sertiirner, consiguié morfina pura
desde la adormidera y bautizé a esa sustancia con el nombre de morphium en
homenaje al dios del suefio Morfeo. En general, la cantidad cruda de opio que
puede dar una adormidera es de 5-10 gramos. El 75-80% de ese opio son
sustancias inactivas y el 20-25% restante lo forman las sustancias activas. Las
mas importantes son la morfina (10%), la narcotina (6%), la papaverina (1%) y la
codeina (0,5%). La heroina no es mas que un derivado semisintético de la morfina
al que se le afladen dos grupos acetilo, obteniendo, gracias a éstos, una gran
liposolubilidad. Asi, llega con mas facilidad a los tejidos y los efectos que producen

son mas intensos que los producidos por la morfina.
3.1. Caracteristicas de los receptores opioides

En 1973, se descubren en el sistema nervioso central de animales y en el
hombre los receptores opioides.

Los péptido opioides se wunen a tres tipos de receptores
farmacol6gicamente diferentes segun la afinidad aparente que tiene cada receptor
por los ligandos: receptor de opioides p (U= mu, por la morfina; MOP-R), receptor
de opioides & (0= delta, por la palabra “deferens” ya que fue identificado en el
conducto deferente del raton; DOP-R) y receptor de opioides K (K= kappa, por la
ketociclazocina; KOP-R) (Lord et al., 1977). Esos receptores metabotropicos son
monomeéricos (en principio), estan formados por 7 hélices a y se acoplan a
proteinas Gi/o (Picatoste et al., 1996). Entre los diferentes receptores de opioides

hay un 60-70% de homologia (73-76% en los dominios transmembrana) (Minami
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y Satoh, 1995). En la Ultima década, se ha descrito el receptor que une nociceptina
y que guarda una gran homologia con los receptores de opioides (la nociceptina
es un péptido parecido a la dinorfina; NOP-R) (Wick et al., 1994). Los receptores
de opioides se expresan tanto en invertebrados como en vertebrados (Waldhoer
et al., 2004).

> Receptores de opioides u

Aunque la distribucién de receptor & como la del receptor u es muy parecida
en el sistema nervioso central, existen algunas diferencias. En el cortex, el nivel
del mRNA para & es alto mientras el de p es escaso (aungue a nivel de receptor,
los dos tipos aparecen de manera abundante). Por el contrario, en el talamo y el
hipotalamo el nivel del mMRNA para & es bajo mientras el de u es alto (Mansour et
al., 1994). Los receptores U se localizan en las dendritas y en los cuerpos celulares
sugiriendo una accion postsinaptica (Elde et al., 1995). El receptor p también se
ha descrito en tejidos periféricos tales como conducto deferente (Lemaire et al.,
1978), bazo, glandulas adrenales y rifion de la rata (Wittert et al., 1996), asi como

en intestino de raton (Pol et al., 2001).

Los receptores u se definieron al principio por su afinidad con la morfina.
No se han establecido otros ligandos endégenos para este receptor, pero varios
de los péptidos opioides interactian con los receptores u. La B-endorfina tiene
gran afinidad con los receptores u, que también poseen gran afinidad por las
encefalinas. Del mismo modo, la dinorfina A se fija con gran avidez a los

receptores , pero no tanto como a los receptores K.

Se ha demostrado la presencia en el SNC de mas de un subtipo de
receptores WU. La [-funaltrexamina blogquea con caracter irreversible a los
receptores p2 (a nivel raquideo), en tanto que la naloxonazina antagoniza de
manera selectiva a un subtipo de receptor |, denominado pl (localizado nivel

suprarraquideo).

Algunas consecuencias de la activacion de los receptores L, incluyen
depresion respiratoria, miosis, reduccion de la motilidad gastrointestinal y
sensacion de bienestar y placer (euforia).
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> Receptores de opioides K

A nivel del sistema nervioso central, los receptores de opioides K se
observan en la amigdala y en el claustro (Pilapil et al., 1987). El mRNA para K
aparece en el cortex, tadlamo, hipotdlamo y nacleo accumbens, entre otros (Peckys
y Landwehrmeyer, 1999). Los receptores K se localizan en las dendritas y en los
cuerpos celulares sugiriendo una accion postsinaptica (Elde et al., 1995). En los
tejidos periféricos, los receptores K se expresan en los intestinos (Wittert et al.,

1996) y sobre todo en las células del sistema inmune (Riviere, 2004).

Los receptores K producen analgesia a nivel raquideo, y la dinorfina A es
el ligando enddégeno mas selectivo del receptor K. Sin embargo, se han propuesto
varios subtipos del receptor K mediante estudios de fijacion con agonistas y

antagonistas en animales de experimentacion (Reisine T, Pasternak G 1996).
> Receptores de opioides &

En al sistema nervioso central del ser humano, se observa una gran
densidad del receptor & en el cortex asi como en el caudado-putamen (Pilapil et
al., 1987). El mRNA del receptor d se distribuye en el cortex, el caudado-putamen,
el hipocampo y la amigdala (Simonin et al., 1994). Los receptores o se localizan
mayoritariamente en los axones, lo que sugiere que tienen una accion presinaptica
(Elde et al., 1995). En los tejidos periféricos, los receptores & se expresan en los
linfocitos (Sharp et al.,1998), en los intestinos y en las glandulas adrenales (Wittert
et al., 1996).

Las encefalinas resultan ser los ligandos enddgenos de los receptores O.
Varios investigadores han logrado producir analgesia dental a niveles tanto
raquideo como supraespinal, si bien el sistema espinal parece estar mas
involucrado en este proceso. Se han identificado y propuesto dos subtipos de
receptores o de los opioides, con base en su sensibilidad diferencial para el
bloqueo por diversos antagonistas selectivos (Reisine, Pasternak, 1996; Bodnar
et al., 1991).
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3.2. Sistema opioide endégeno

En 1975 se identifican los ligados enddgenos para estos receptores
(Colasanti, 1990; Lord et al., 1977), descubriendo la presencia en cerebro de una
sustancia endogena que parecia comportarse como un ligando (agonista) de los
receptores opiodes. Estan involucrados en el control de la homeostasia, la
regulacion del dolor, en la proliferacion celular, en el control cardiovascular, el
estrés y en la respuesta inmune; se ha demostrado que también participan en la
adiccion a varias drogas como la nicotina, alcohol y la cocaina e incluso a ciertas
actividades, como el sexo. Con estos descubrimientos se amplian los

conocimientos de los mecanismos neurofisiolégicos y bioquimicos.

El sistema opioide enddgeno se agrupa en tres familias: endorfinas,

encefalinas y las dinorfinas.

> Encefalinas: Fueron descubiertas en 1975 (Hugues et al., 1975; Cox
et al., 1975). Son pentapéptidos que solo difieren en al aminoacido terrminal, asi

esta la metionina-encefalina y leucina-encefalina.
> Endorfina: Guillemin identifico y aislé la beta endorfina.
> Dinorfina: Identificada en 1980 por Goldstein.

Cada familia deriva de un polipéptido precursor diferente y tiene una
distribucion anatdmica caracteristica. Estos precursores se designan con los
nombres de proencefalina (proencefalina A), proopiomelanocortina (POMC) y
prodinorfina (proencefalina B). La POMC se fracciona en el organismo mediante
procesos enzimaticos y da origen a la hormona estimulante de los melanocitos
(HEM), hormona adrenocorticotrépica (ACTH) y beta-lipotropina (B-LPH). Péptidos
opioides y sus precursores (Mario Villarejo-Diaz et al., 2000).

El sistema opioide endogeno lo componen los receptores de opioides, sus
ligandos enddgenos (péptidos opioides enddgenos: POE) y las moléculas que
participan en la sintesis y la degradacién de opioides.

Todos los péptidos que se conocen en el sistema nervioso central (excepto
el dipéptido carnosina y el tripéptido glutation) se sintetizan en los ribosomas de

los cuerpos neuronales como una pre-pro-proteina, molécula precursora de gran
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tamafno (Siegel et al., 1993). Tras la hidrolisis mediada por una Metalo-
endopeptidasa, el precursor se transporta al aparato de Golgi en forma de pro-
proteina que sera trasladada mediante vesiculas a través del axdn hasta la
terminacion presinaptica. En ese trayecto, los precursores sufren cambios hasta
generar el péptido activo. Una vez excitada la neurona peptidérgica, ocurre la
despolarizacion de la membrana presinaptica, lo que conlleva una apertura de los
canales de calcio voltaje- dependientes y un aumento del calcio intracelular (Thorn
et al., 1978). De este modo, las vesiculas repletas de neuropéptidos se liberan al

espacio sinaptico mediante exocitosis.

En el caso del sistema opioide enddgeno, una vez encontrados los
receptores de opioides, se identificaron sus ligandos enddgenos asi como los

genes que codifican para los precursores de esos ligandos.

a) Proencefalina (PE) (Comb et al., 1982); se sintetiza en el sistema
nervioso central asi como en la corteza adrenal. Por accion de enzimas como la
tripsina, la endopeptidasa y la N-carboxipeptidasa, desde esta proteina de 243
aminoacidos se generan siete péptidos. Los mas importantes son las encefalinas
(met- o leu-encefalina), creadas por cinco amino&cidos. El enzima responsable de
la sintesis de estos pentapéptidos es la carboxipeptidasa denominada encefalina

convertasa (Hughes y Kosterlitz, 1983).

b) Prodinorfina (PD) (Kakidani et al., 1982); desde este precursor se
generan, entre otras, la dinorfina A (1-17), la dinorfina B (1-13) y la [B-neo-

endorfina.

¢) Proopiomelanocortina (POMC) (Nakanishi et al., 1979); este precursor
contiene péptidos enddgenos que no son opioides. De hecho, a parte del péptido
opioide B-endorfina, es precursor de la hormona adenocorticotropa (ACTH), laa 'y
B-lipotropina (LPH) y la o y B-melanotropina (MSH), entre otros péptidos. El
enzima que sintetiza todos esos péptidos es el enzima convertidor de POMC
(Turner et al., 1987).

Hoy en dia se conocen 20 POE y pueden tener un tamafio de 5-32
aminoacidos. La caracteristica comun de todos ellos es la secuencia aminoacidica
gue se repite del extremo amino al extremo carboxilo (“Tyr-Gly-Gly-Phe-Met” o

“Tyr-Gly-Gly-Phe- Leu”); esas, son las secuencias de la Met- y la Leu-encefalina.
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Las excepciones son la nociceptina, y la endomorfina (esta ultima compuesta por
cuatro aminoacidos). Los péptidos opioides naturales de los mamiferos son la Met-
encefalina, Leu- encefalina, 3-endorfina, Dinorfina A, Dinorfina B, a-Neoendorfina,
Nociceptina y Endomorfina (Florez, 1998).

En general, se puede decir que las encefalinas se conocen como los
ligandos de los receptores & aunque también se unen a los receptores [. Las
dinorfinas se unen a receptores K y las 3-endorfinas a receptores p y también a
receptores & (Roques, 1999). En la tabla 2 podemos ver las afinidades que

presentan los péptidos opioides por cada receptor.

Ligando 6 K 1} Referencia
Opioides endégenos

[Leu’]-encefalina 3 835 20 Changetal., 1981
Dinorfina A (1-17) 3,2 0,12 0,7 Leslie, 1987
Dinorfina B (1-8) 4,4 9 3,4 Leslie, 1987
B-endorfina 2,7 57 2 Leslie, 1987
a-Neoendorfina 0,57 0,20 1,3 Leslie, 1987
Endomorfina >500 >500 0,67 Goldberg et al., 1998

Opioides sintéticos

DPDPE 1,4 790 >10000 Hunter et al., 1990
19 (Kd) - >3000 (Kd) Fukuda et al., 1995
Naltrindol 0,13 >5000 >10000 Fang et al., 1994
U50,488 8690 0,72 941 Leslie, 1987
Nor-binaltorfimina 10,2 0,038 16,7 Metcalf y Coop, 2005
Morfina* >1000 163 1,4 Satoh y Minami, 1995
390 (Kd) - 23 (Kd) Fukuda et al., 1995
Naloxona 27 17,2 1,78 Leslie, 1987

Tabla 2.- Perfiles de afinidad de ligandos opioides obtenidos mediante experimentos de binding
(modificado de Agirregoitia, 2008).

*La morfina no es un opioide enddgeno del ser humano y tampoco es un opioide sintético. Es un
alcaloide opioide proveniente de la resina de la adormidera.

La inactivacion de los péptidos opioides se da mayoritariamente debido a la
degradacion metabdlica llevada a cabo por enzimas denominadas peptidasas. Al
romper los péptidos biolégicamente activos, se generan fragmentos inactivos
(Iversen, 1987). La degradacion de las encefalinas (secuencia repetida en casi

todos los POE) esta catalizada por dos enzimas mayoritariamente: la alanina
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aminopeptidasa N (APN), que rompe el enlace Tyr-Gly de la encefalina (Waksman
et al.,, 1985), y la endopeptidasa neutra (NEP), que rompe el enlace Gly-Phe
(Relton et al., 1983). A través de esas degradaciones se regula la actividad de las

encefalinas.
3.3. Activacion de los receptores de opioides

Entre los diferentes receptores de opioides hay un 60-70 % de homologia y
aunque los dominios transmembrana y los bucles intracelulares presentan una
gran homologia entre receptores (73-76 % y 86-100 % respectivamente), la
homologia entre receptores de los extremos amino y carboxilo, asi como de los
bucles extracelulares dos y tres es pequefia (9-10 %, 14-72% y 14-20%
respectivamente) (Chen et al.,, 1993). De esta manera, es facil entender que
alguno de esos dominios con baja homologia esté implicado en el reconocimiento

de los diferentes ligandos. (Jordan y Devi, 1998) (Fig. 10).

A)
Zona extracelular
Glicosilaciones MH,
Grupos —#

Zona intracelular

Fig. 10.- Modelos propuestos para la unién de los opioides y los cannabinoides a sus receptores. a.)
El lugar de unién de los péptidos opioides lo conforman los dominios transmembrana, el extremo amino y los
bucles extracelulares de los receptores. b.) El ligando se integra en la bicapa lipidica y, mediante difusion
lateral, se une a la proteina heptahelicoidal. Aunque no se aprecie en el dibujo, los CBR también pueden
glicosilarse en el extremo amino. OP: Opioide; CB: Cannabinoide (modificado de Carracedo, 2006a).

Experimentos de sustitucion por mutagénesis dirigida de determinados
aminoacidos en la estructura del receptor, han permitido identificar los residuos
gue participan en dicha unién. Asi, se ha sabido que la sustituciéon de un solo
residuo (Lys 108) permite la unidon de agonistas especificos u a receptores de
opioides 0 portadores de dicha sustitucion (Minami et al., 1996) o que la sustitucion

M? Victoria Aparicio Prieto 58



TESIS DOCTORAL

de un solo residuo de serina en los tres receptores de opioides (Serl77 en 9,
Serl87 en Ky Serl96 en p) confiere propiedades de agonista a antagonistas

opioides inespecificos como la naloxona (Claude et al., 1996).

El segundo y tercer lazo citoplasmaticos, asi como parte del extremo
carboxilo terminal del receptor de opioides estan implicados en el reconocimiento

de la proteina G transductora.
3.4. Senfalizacion mediada por receptores de opioides

Los receptores de opioides se unen principalmente a proteinas G
inhibidoras. En general, una vez que los agonistas activan esas proteinas G
inhibidoras, se da la inhibicion de la enzima adenilato ciclasa (AC) y como
consecuencia, bajan los niveles de cAMP y baja la activacién de la PKA. Ese
hecho, en las neuronas, cambia el estado de fosforilacion de proteinas
intracelulares e intranucleares; como consecuencia se dan cambios en varios
procesos de transcripcion y puede que esos cambios sean los responsables de la

tolerancia y del sindrome de abstinencia a opiaceos (de Lorenzo et al., 2003).

En lo que respecta al tejido nervioso, la respuesta a opioides se resume en
(1) inhibicién de la actividad bioeléctrica e (2) inhibicion en la liberacién de

neurotransmisores.

En cuanto a la respuesta molecular, la activacion de MOR y DOR conlleva
a la hiperpolarizacién de la membrana y a la inhibicion de la actividad bioeléctrica
neuronal, de manera directa mediante la apertura de canales potasio (subiendo la
conductancia para ese ion) o, de manera indirecta, debido a que los agonistas
liberan calcio intracelular y ese calcio genera la apertura de canales potasio
(Williams et al., 1982). Por otra parte, la activacion de KOR puede traer la
inactivacién de canales de calcio voltaje-dependientes y como consecuencia, se
impide la entrada de calcio a la célula y por tanto se inhibe la liberacién de
neurotransmisores (Surprenant et al., 1990; de Lorenzo et al., 1999). Aun asi,
también se ha descrito la union de receptores de opioides a proteinas G
activadoras de AC (Gs) (Crain y Shen, 1990; Ammer y Schulz, 1997). Cabe
destacar que, en ocasiones, a bajas concentraciones (nM) de agonistas o 0 U
opioides se potencia la sintesis de cCAMP, mientras que los efectos inhibidores se

establecen a mayores concentraciones (UM) (Fields y Sane, 1997).
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3.5. Biosintesis, transporte, deposito, liberacion y metabolismo de

los péptidos opioides

Los precursores de los péptidos opioides son sintetizados en los cuerpos
neuronales, siendo divididos en pequefios péptidos a lo largo de su migracion
axonal. A nivel de la terminacion axonal, los péptidos son almacenados en
vesiculas y liberados en respuesta a ciertos estimulos. Los péptidos opioides
enddgenos ejercen una accion inhibitoria de su propia liberacion, a través de
autorreguladores presinapticos (retroalimentacion negativa). (Feldman et al.,
1997). Estos efectos presinapticos de las neuronas encefalinérgicas podrian
ofrecer al menos en parte, una explicacion de los efectos analgésicos paradégicos

de la naloxona, observados en circunstancias especiales.

El metabolismo o inactivacion de los péptidos opioides enddgenos es de
naturaleza enzimatica y en él participan aminopeptidasas y carboxipeptidasas.

Por otro lado, aunque los péptidos opioides enddgenos parecen actuar
como neurotransmisores, moduladores de la neurotransmision o neurohormonas,
su funciodn fisioldgica (en ausencia de estrés o presencia de dolor) no ha podido

dilucidarse en toda su extension.
3.6. Acciones fisiolégicas de los receptores de opioides

Los receptores de opioides han sido relacionados con la modulacion de
muchas actividades fisioldgicas. En general, los péptidos opioides o los alcaloides
opiaceos, al penetrar en el sistema nervioso central o periférico, generan un
espectro de accion parecido, pero la intensidad varia en relacion al tipo de opioide

y al tipo de receptor activado (Tabla 3).

Como ya hemos mencionado, en el SNC se encuentran las tres clases
principales de receptores de opioides, designados mu (u), kappa (k) y delta (d).
Cualquiera de las tres familias pueden estar involucradas con la inhibicion de la
liberacién del factor liberador de gonadotropinas (GnRH), ya que no se ha podido
demostrar especificamente por algin POE responsable del mecanismo fisioldgico.
Sinembargo se ha podido determinar que al aplicar naloxona (Nx) se antagonizan
los receptores [ que junto con los ligandos fisioldégicos podrian ser mediadores de

la secrecion tonica de GnRH, aumentando asi la liberacion pulsatil de LH en la
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hembra y de testosterona en el macho. Por otro lado, diversos trabajos indican
gue aunque los POE de las tres familias parecen ser secretados por neuronas
diferentes a las de GnRH; asi, de esta forma en distintas especies animales se ha
visto que los cambios en la concentracién de esteroides en el plasma sanguineo
ocasionan cambios en el contenido de los POE en el hipotalamo y en el sistema
hipotalamo-hipofisario. Por lo que el tratamiento con Nx podria ser utilizado
paramejorar la calidad del semen, y en las hembras para mejorar la receptividad,
fertilidad y prolificidad sexual, ya que los POE son susceptibles a ser regulados

con antagonistas como la Nx utilizando dosis bajas (Hernandez et al., 2006).
3.7. Implicacién del Sistema Opioide en la fertilidad masculina

3.7.1. Control de las hormonas reproductoras mediante los

opioides

El primer punto de control que los opioides ejercen en la funcién
reproductora es a través del eje hipotalamo-hipofisario, controlando la liberacion
de las hormonas sexuales. La hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
leutinizante (LH) son secretadas por la hipofisis anterior y actian directamente en
los testiculos estimulando las células sométicas que contribuyen a la
espermatogénesis. La sintesis y liberacibn de ambas hormonas reproductoras
esta controlada hipotalamicamente por la hormona liberadora gonadotrépica
(GnRH). La principal funcion de la FSH es la de estimular la proliferacion de las
células de Sertoli durante la pubertad donde se expresa exclusivamente el
receptor de la FSH (Rannikki et al., 1995). Mientras, la LH regula la sintesis de
testosterona de los testiculos en adultos, actuando sobre las células de Leydi
donde se expresa principalmente el receptor de la LH (Heckert y Griswold, 2002).
Ademas, también se ha detectado una ligera expresion del receptor de la LH en
las células espermatogénicas (Eblen et al., 2001; Lei et al., 2001).
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Accién Receptores | Accion Receptores
Inhibicién del dolor i, S, K Diuresis

Depresion respiratoria u, o Inhibicién u
Dependencia psiquica u>K Activacion K
Dependencia fisica n>xK; 07 Bradicardia u>0=x
Tolerancia L, 0, K Hipotensidn O0=K>U
Euforiay sedacién u Acciones endocrinas

Disforia K Liberacién de PRL u

Miosis W, K Liberacion de GH d>pu
Rigidez muscular u Liberacion de ACTH [T
Movilidad gastrointestinal L, 8? Inhibicién de ADH K
Movilidad de la vejiga u Inhibicién de LH U, 0

Tabla 3. Acciones de los opioides y sus receptores (Florez, 1998).

Los péptidos opioides controlan la funcién reproductora actuando en el
sistema nervioso. La adiciéon de morfina esta asociada con una supresion de la
liberacion de LH y, antagonistas opioides como la naloxona y la natrexona,
producen un incremento de los niveles séricos de LH en humanos y numerosas
especies animales (Cicero et al., 1979; Sirinathsinghji et al., 1983; Fraioli et al.,
1985). Sin embrago, la supresién de la liberacion de LH, por los péptidos opioides,
es decir la accion hipotalamica, ya que por un lado, la liberacion de la LH basal 6
estimulada por GnRH no se ve alterada por la acciéon de la naloxona en
hemipituitarias de rata (Wilkes et al., 1981) y, por otro lado, tratamientos in vivo
con antagonistas de GnRH bloguean completamente la liberacion de GnRH
inducida por naloxona (Wilkes et al., 1981; Blank y Roberts, 1982). En base a estos
estudios, se sabe que los péptidos opioides regulan la funcién reproductora desde
el sistema nervioso central al inhibir la secrecion de la GnRH (Delitala et al., 1981,
Fraioli et al., 1982; Sirinathsinghji et al., 1983; de Gandarias et al., 1993, 1996).
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3.7.2. Control de la funcion testicular por los opioides

La espermatogénesis, ademas de estar regulada por mecanismos
endocrinos del eje hipotalamo-hipofisario, esta controlada por mecanismos
paracrinos y autocrinos entre los diferentes tipos celulares presentes en los

testiculos.

Las células de Sertoli proporcionan un soporte metabdlico y estructural
necesario para la diferenciacion de las células germinales. Un fallo funcional del
receptor de la FSH produce una disminucion del tamafio de los testiculos, debido a
una disminucién del nimero de células de Sertoli (Dierich et al., 1998). Los
hombres con dicho fallo funcional, presentan anomalias espermatogénicas y
producen sémenes con oligozoospermia y teratozoospermia, aunque pueden ser

fértiles (Tapanainen et al., 1997).

Las células de Leydig son las responsables de la produccion de
testosterona testicular. La testosterona y sus metabolitos (dihidrosterona y
estradiol) son las hormonas sexuales masculinas que regulan principalmente la
funcién reproductora. Los niveles de testosterona en el tubulo seminifero son 100
veces mayores gque en sangre periférica (Morse et al.,1973) y son necesarios para

gue se produzca una correcta espermatogénesis.

Los péptidos opioides presentes en los testiculos regulan la funcion
testicular participando como mediadores en la comunicacion intercelular, por un
lado la concentracion de testosterona intratesticular se alcanza gracias a la
produccion de testosterona cerca de los tubulos, en las células de Leydig
estimuladas por la LH; y por otro lado, a la sintesis de ABP (androgen-binding
proteina) en las células de Sertoli estimulada por la FSH, que transporta la
testosterona hacia el lumen del tibulo seminifero. (Hansson et al., 1973; Ritzén et
al., 1975; Huang et al., 1991). Los péptidos opioides ejercen su accion a través de
la activacion de los receptores opioides. Estudios de binding detectaron los tres
tipos de receptores opioides, DOR, MOR y KOR, en testiculos de rata, aunque su
localizacion es exclusivamente en las células de Sertoli. (Fabbri et al., 1985;
Zhou et al., 1990; Gaveriaux-Ruff y Kieffer, 1999).

Ademas, debido a que los genes que codifican para los precursores

opioides proencefalina (PENK), proopiomelanocortina (POMC) y prodinorfina
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(PDYN) se expresan también en los testiculos de rata y raton, la funcion testicular
puede ser regulada mediante la sintesis de novo de los péptidos opioides (Pintar
et al., 1984; Chen et al., 1986; Kilpatrick et al.,1986; Douglass etal., 1987). Por
otro lado, la sobrexpresién de PENK en testiculos de ratones transgénicos, tiene
como resultado ratones con fertilidad reducida, testiculos morfolégicamente
anormales y baja movilidad espermatica, sugiriendo que el sistema opioide podria

estar implicado en la regulacién de la espermatogénesis (O'Hara et al., 1994).
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Los genes que codifican los precursores opioides poseen una expresion
diferencial en las células germinales y en las células somaticas de los testiculos.
(Garrett et al., 1989). En ratas y ratones, la PENK presenta transcritos de diferente
tamafo que se expresan de manera diferencial en las células germinales y las
células somaticas de los testiculos (Garrett et al., 1989). Las células germinales
del testiculo presentan un transcrito de mayor tamafio de la PENK de 1,7 kb que
se expresa bajo un promotor especifico (Kilpatrick et al., 1990), mientras que las
células de Leydig, las células de Sertoli y las células peritubulares expresan un
MRNA de menor tamafio (1,45 kb) (Kilpatrick et al., 1985, 1987; Kew et al., 1989;
Garret et al., 1989; Yoshikawa et al., 1988, 1989). Ambos transcritos presentan
intacta la secuencia codificante y difieren en la region 5’ no codificante (Kilpatrick
et al., 1990). Sin embargo, perfiles polisémicos indican que el transcrito especifico
de la PENK que se expresa en células germinales no se traduce eficientemente y
gue es el mMRNA de menor tamafio de germinales no se traduce eficientemente y

gue es el mMRNA de menor tamafio de las células de Leydig el principal responsable
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de la sintesis de novo de péptidos opioides en los testiculos (Kew et al., 1989).
Esto explicaria el hecho de que la concentracion de productos derivados de la
PENK detectados en homogeneizados de testiculos de rata sea relativamente
baja (< 2 pmol/g) si se compara con los niveles de mMRNA detectados para el gen
de la PENK (Kilpatrick et al.,, 1985). Esto explicaria el hecho de que la
concentracion de productos derivados de la PENK detectados en
homogeneizados de testiculos de rata sea relativamente baja (< 2 pmol/g) si se
compara con los niveles de mRNA detectados para el gen de la PENK (Kilpatrick
et al., 1985). Sin embargo, las células de Sertoli también contribuirian a la sintesis
de novo de los péptidos derivados de la PENK en los testiculos, puesto que en
células de Sertoli en cultivo, la expresion del gen de la PENK y los niveles de met-
encefalina se incrementan por la accion de la FSH (Kew et al., 1989). Ademas,
Mehta y colaboradores (1994) observaron que, durante la espermatogénesis, la
expresion del mRNA de menor tamafo transcrito de 1,45 kb de la PENK esta
regulada a la baja en las células intersticiales de los testiculos, coincidiendo con
la aparicion de los espermatozoides paquitenos. Por tanto, dichos autores han
sugerido que las células germinales podrian regular los niveles de péptidos
opioides durante la espermatogénesis controlando la expresion de la PENK en las

células vecinas.

Estudios mediante hibridacion in situ demostraron que el gen que codifica
para la POMC se expresa en las células de Leydig (Pintar et al., 1984) y en las
células germinales (Kilpatrick et al., 1987). En testiculos de ratdn, el transcrito de
POMC presenta dos formas de diferente tamafio. Un transcrito largo de unos 675-
750 nucleotidos que se expresa principalmente en las células de Leydig y en
algunos estadios de células germinales, y un transcrito de menor tamafio que se
expresa especificamente en espermatozoides paquitenos. En testiculos de ratdn,
el transcrito de POMC presenta dos formas de diferente tamafio. Un transcrito largo
de unos 675-750 nucleotidos que se expresa principalmente en las células de
Leydig y en algunos estadios de células germinales, y un transcrito de menor
tamafio que se expresa especificamente en espermatozoides paquitenos. Como
ocurre con los transcritos de PENK, los transcritos de las células de Leydig son
los responsables de sintetizar los péptidos derivados de la POMC, mientrasque

el MRNA de la POMC presente en la espermatogénesis se traduce de manera

M? Victoria Aparicio Prieto 65



TESIS DOCTORAL

menos eficiente (Kilpatrick et al., 1987). Esto concuerda con estudios anteriores
donde la B-endorfina, principal péptido opioide generado por el procesamiento de
la POMC, se ha inmunodetectado en las células de Leydig de numerosas especies
(Tsong et al., 1982). La sintesis de B-endorfina en las células de Leydig esta
controlada, por un lado, hormonalmente, mediante la accion de la LH secretada
de la hipdfisis en ratas adultas (Chen et al., 1987) y, por otro lado, localmente,
mediante la accién del factor CRF (corticotropin- releasing factor). EI CRF regula
autocrinamente la funcion de las células de Leydig (Audhya et al., 1989; Ulisse et
al., 1990) donde se expresa especificamente su receptor (Ulisse et al., 1989) y
cuya produccion es estimulada por la LH. Los niveles de -endorfina se
incrementan en células de Leydig en cultivo tras la estimulacion por CRF y dicho
efecto es revertido completamente en presencia del antagonista a-hélice CRF
(Eskeland et al.,1989).

A pesar de que su sintesis de novo tiene lugar principalmente en las células
de Leydig, los péptidos opioides no ejercen ningun efecto en la produccion de
testosterona basal o estimulada por hCG, ni en células de Leydig en cultivo, ni en
tejido testicular de rata (Scher et al., 1982; Margioris et al., 1983; Fabbri et al.,
1986). Estudios de binding no demuestran la presencia de los receptores opioides
en las células de Leydig (Fabbri et al., 1988), confirmando dichos resultados. Sin
embargo, en ratas, la administracion intratesticular de los antagonistas opioides
naloxona y nalmefene, desciende la secrecion basal de testosterona y reduce los
niveles séricos de testosterona (Gerendai et al., 1986), sugiriendo que los péptidos

opioides puedan regular indirectamente la secrecion de testosterona.

Por otra parte, mediante una accion paracrina, la B-endorfina sintetizada en
las células de Leydig produce un efecto inhibitorio de la funcién de las células de
Sertoli (Gerendai et al.,, 1986). Esto es consistente con el hecho de que los
receptores opioides han sido descritos solo en las células de Sertoli (Fabbri et al.,
1985; Zhou et al., 1990). Concretamente, la 3-endorfina inhibe la produccién de
ABP estimulada por la FSH en las células de Sertoli y dicha inhibicion es revertida
en presencia de naloxona (Fabbri et al., 1985). La ABP sintetizada en las células
de Sertoli regula los niveles de testosterona intratubular necesarios para una
correcta espermatogénesis al transportar la testosterona hacia el lumen del

tubulo seminifero (Hansson et al., 1973; Ritzén et al., 1975; Huang et al., 1991).
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Ademas de regular indirectamente los niveles de testosterona intratubular
controlando la produccion de ABP en las células de Sertoli, se ha observado que
la B-endorfina enddgena, sintetizada en los testiculos, inhibe la proliferacion y
diferenciacion de las células de Sertoli estimuladas por FSH (Orth et al., 1986) y
que, el tratamiento in vivo con el antagonista opioide nalmefene estimula la
produccion de ABP en testiculos de ratas neonatas (Gerendai et al., 1986). Por
tanto, los péptidos opioides, ademas de inhibir la funcién de las células de Sertoli,
podrian mantener en estado quiescente la maduracion sexual de los testiculos al
inhibir la proliferacion y desarrollo de las células de Sertoli antes de la pubertad
(Fabbri et al., 1985).

En lo que se refiere a la PDYN, a consecuencia de un splicing alternativo
del mensajero, el transcrito de PDYN presente en testiculos de rata es de menor
tamafno que el descrito en cerebro. El corto transcrito de 65 nucleétidos posee
inalterada la secuencia codificante de la proteina y, perfiles polisémicos, indican
gue el mRNA testicular de la PDYN se traduce eficientemente, al igual que el
transcrito de mayor tamafio presente en el cerebro (Garrett et al., 1989). Esto es
consistente con la presencia de los péptidos dinorfina A y dinorfina B en extractos
testiculares (Douglas et al., 1987). Dicho precursor, se expresa y se traduce
principalmente en las células de Sertoli. Debido a que productos derivados de la
PDYN han sido inmunolocalizados en las células de Sertoli (Collard et al., 1990) y
en el compartimento intersticial de testiculos derata, se ha sugerido que las
dinorfinas pueden ser secretadas y regular autocrinamente la funcién de las

células de Sertoli (Douglas et al., 1987).

En resumen, los péptidos opioides estan presentes en diferentes células de
las gbnadas masculinas pudiendo intervenir en los mecanismos que regulan la
espermatogénesis. Los precursores opioides se expresan de manera diferencial
en las células somaticas y germinales de los testiculos indicando que los péptidos
opioides pueden regular localmente la funcion testicular mediante su sintesis de
novo. Concretamente, las gonadotropinas y el factor CRF estimulan, en las células
de Leydig, la produccién de los péptidos opioides que inhiben paracrinamente la

funcién de las células de Sertoli.
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3.7.3. Control de la funcidon espermatica por los opioides

La presencia de los receptores opioides DOR, MOR y KOR en la membrana
espermatica humana (Agirregoitia et al., 2006) indica que los péptidos opioides
podrian regular la funcion reproductora ejerciendo un efecto directo sobre los
espermatozoides. En un reciente estudio se ha demostrado por primera vez que
las células germinales masculinas expresaron MOR activo, DOR y KOR en ratén,
y las principales conclusiones han sido que los receptores activos opioides, delta-
opioides y kappa-opioides estaban presentes en las células germinales
masculinas en los testiculos de ratén. Por otro lado, que los receptores opioides
mu-opioides, delta-opioides y kappa-opioides estan implicados en la regulacion de
la espermatogénesis del ratdn, y que los tres receptores opioides parecian estar
implicados en la regulacion de la meiosis masculina en raton modificando la
expresion génica de las proteinas del complejo sinaptonémico. Estos estudios
contribuyen a resolver varias cuestiones relativas al papel de los receptores
opioides en la espermatogénesis para el diagndstico y tratamiento de la infertilidad
masculina (Estomba et al. 2016), como la administracion crénica de morfina puede
reducir la fertilidad en ratas (Cicero et al., 2002) o la administracion de metadona
durante 3 dias puede producir espermatocitos con aberraciones cromosomicas
en el ratén (Badr etal., 1979).

En semen, ademas, se han descrito otros componentes del sistema opioide.
Diferentes péptidos opioides, como las encefalinas y las endorfinas, estan
presentes en liquido seminal y su concentracion es entre 6-12 veces mayor que la
detectada en plasma sanguineo (Sharp et al., 1981). Se ha detectado también
inmunoreactividad de la met-encefalina, la leu-encefalina y la 3-endorfina (Sastry
et al., 1982) en espermatozoides, y productos del precursor PENK se han
inmunolocalizado en la region acrosomica (Kew et al., 1990).

Los péptidos opioides parecen estar implicados en la movilidad
espermatica, aunque los resultados encontrados hasta la actualidad son
contradictorios. Por un lado, la movilidad espermatica desciende en presencia de
altas concentraciones de encefalinas y en presencia de la B-endorfina (Fraioli et
al., 1982, Sastry et al., 1991). Ademas, se ha visto que, anélogos sintéticos de la
met-encefalina (DAMME) produjeron también un descenso de la movilidad
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espermatica debido a una reduccion en el consumo de 0, sin afectar en la
viabilidad del espermatozoide (Foresta et al., 1985). Sin embargo, otros autores
han observado que las encefalinas a bajas concentraciones son necesarias para
mantener la movilidad espermética (Fujisawa et al., 1992). Finalmente, algunos
estudios, incluso, no detectan efecto alguno de la met- encefalina sobre la
movilidad espermatica (Fraioli et al., 1985). Agirregoitia y colaboradores (2006)
propusieron que el efecto bivalente de los opioides podria ser debido a la
activacion de distintos receptores ya que la incubacion de espermatozoides
humanos con morfina (agonista del receptor p-opioides) o con naltrindol
(antagonista del receptor d-opioide) inhibe la movilidad espermatica. Ademas, la
naloxona, antagonista con afinidad diferencial por los receptores opioides, modula
la movilidad dependiendo de la dosis del antagonista utilizado (Albrizio et al., 2005;
Mari et al., 2005).

Aunque el efecto de los péptidos opioides es contradictorio, algunos autores
sugieren que un nivel adecuado de encefalinas seria necesario para el
mantenimiento de la movilidad espermatica ya que pacientes con déficit en la
movilidad espermética (astenozoospermia) presentan unos niveles de met-
encefalina significativamente menores en su plasma seminal (Fujisawa et al.,
1996). En recientes estudios, se ha visto un incremento en el reconociento del
papel que juegan los péptidos presentes en el plasma seminal sobre la motilidad
espermatica, asi las peptidasas, tales como la endopeptidasa neutra (NEP) y la
aminopeptidasa N (APN), poseen efectos adversos significativos sobre la
motilidad espermética. Curiosamente, varios estudios recientes demuestran que
existe un péptido endogeno inhibidor de NEP/ APN llamado opiorphin presente en
el plasma seminal humano, que sugiere que promueve la motilidad del espermay

pudiendo influir positivamente en la motilidad del esperma (Jayme et al., 2014).

Como hemos comentado anteriormente, las células espermaticas del
eyaculado no son capaces de fertilizar y necesitan ser activadas y capacitadas
para llevar a cabo la fecundacion del ovocito una vez se produzca la reaccion
acrosomica. En estudios in Vitro de espermatozoides de caballo, se ha visto que
la naloxona induce la capacitacion sin afectar a la reaccién acrosémica (Albrizio et
al., 2005). Sin embargo, otros estudios demuestran que el DAMME, un analogo

de la met-encefalina, inhibe la reaccion acrosémica espontanea de manera
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dosis-dependiente (Foresta et al., 1985). Actualmente, no hay estudios suficientes

gue relacionen al sistema opioide en éstos procesos.

Los tres tipos de receptores opioides han sido descritos en la membrana de
espermatozoides humanos (Agirregoitia et al., 2006; Albrizio et al., 2006), lo que
indicaria una accion directa de los EOP sobre las células espermaticas, y por lo
tanto, sobre la capacidad reproductora del hombre. Es mas, Ragni y
colaboradores describieron en 1988 que los adictos a las drogas opiaceas solian
padecer astenozoospermia (bajo porcentaje de movilidad espermatica). Sin
embargo, un grupo japonés refiri6 bajos niveles de met-encefalina en plasma
seminal en pacientes astenozoospérmicos (Fujisawa et al., 1996). Intentando
llegar a un consenso, en estudios posteriores han sugerido que para que los
espermatozoides mantengan la movilidad es necesario un adecuado nivel de
encefalinas, e incluso, que el efecto de estos péptidos depende de su
concentracion en el medio. Por lo que las peptidasas degradadoras de
encefalinas, presentes en el liquido seminal, tendrian un papel clave en la

movilidad espermatica (Subiran et al., 2011).

A lo largo del oviducto el espermatozoide humano obtiene su capacidad
fecundante. En vaca se ha descrito como la concentracion de met-encefalinas y
B-endorfinas varia a lo largo de las distintas partes de su aparato reproductor
(Facchinetti et al., 1986; Petraglia et al., 1986). No obstante, el papel que juega el
sistema opioide en la capacitacion, hiperactivacion y reaccién acrosomica del

espermatozoide es hoy en dia desconocido.

3.8. Regulacion de la fertilidad femenina
(opioides/aminopeptidasas)

Los receptores de péptidos opioides han sido hallados en varias partes del
sistema reproductor femenino, como las células de la granulosa porcinas
(Slomczynska et al., 1997) o la placenta humana (Belisle et al., 1988).
Recientemente se ha demostrado la presencia del receptor opioide MOR en el
complejo oocito-cimulo, proponiéndose como uno de los principales
intermediarios en la comunicacion bidireccional ovocito-células de la granulosa
cuya finalidad es la maduracion ovocitaria (Dell’Aquila et al., 2008; Minoia et al.,
2008; lorga et al., 2009). Mas concretamente, se ha descrito la presencia de los
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tres tipos de receptores opioides en la membrana de ovocitos humanos, asi como
una distribucion dependiente del grado madurativo del ovocito para los receptores
MOR y KOR (Dell’Aquila et al., 2003; Agirregoitia et al., 2012a).

La distribucion del receptor & es periférica en todos los estadios
madurativos del ovocito. El receptor Kk y el 4 se distribuye por la periferia del ovocito
en el estadio de vesicula germinal pero pasa a ser mas homogénea, por todo el

citoplasma, en las siguientes fases madurativas (Peralta, 2012).

En el Utero y ovario de distintas especies se han encontrado precursores
de péptidos opioides (incluida la humana), de hecho, existe una produccién
localizada de proopiomelanocortina (POMC), prodinorfina (PDYN) y proencefalina
(PENK) en estos organos (Chen et al., 1986; Douglass et al., 1987; Zhu et al.,
1998a, 1998b). El RNAmM de POMC esta presente en foliculos antrales, en el
cuerpo lateo y en las células de la granulosa y de la teca, y su expresion esta
regulada principalmente por la FSH, variando a lo largo del ciclo menstrual. La LH
induce la expresion de PENK en las células de la teca en foliculos pequefios. Por
altimo, citar que las gonadotropinas modulan también la expresién de PDYN, la
FSH actua sobre las células de la granulosa y la LH sobre las células de la teca
(Melner et al., 1986; Sanders et al., 1990; Staszkiewicz et al., 2007).

Los opioides enddgenos, presentes tanto en el liquido folicular como en el
fluido de trompas y utero (Petraglia et al., 1985, 1986, 1987; Zhu y Pintar, 1998),
podrian tener un papel fundamental en la maduracion nuclear final del ovocito,
actuando directamente via receptor (Subiran et al., 2011; Agirregoitia et al.,
2012a).

En la membrana uterina de ratas se ha detectado actividad
aminopeptidasica, la cual se correlaciona de forma positiva con la concentracion
de estradiol sérico, sugiriendo que estaria regulada por estradiol y seria especifica
de tejido, influyendo indirectamente en el estado endometrial (Neves et al., 2006).
En relacion al ovario, en 1996 el grupo de Tachibana describié como la bestatina
aumentaba la esteroidogénesis (dependiente de FSH) de las células de la
granulosa porcina. Afios mas tarde, Carrera colaboradores (2009) hallaron en

ovario de rata actividad enziméatica tanto en forma soluble como asociada a
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membrana para APN, aminopeptidasa B (APB), APA y aspartil aminopeptidasa
(Asp-AP).

En mujeres sometidas a cirugia se ha detectado actividad para APN en la
membrana de las células del estroma endometrial, la teca interna del foliculo y
el cuerpo lateo (Fujiwara et al., 1992a; Imai et al., 1992a, 1992b, 1996). Sin
embargo, no se ha descrito actividad APN en las células de la granulosa, no
obstante, si se ha descrito actividad APN-like (Fujiwara et al., 1999). Del mismo
modo, se refirid actividad para DPPIV en la membrana de las células glandulares
del endometrio y células luteinicas (Fujiwara et al., 1992b; Imai et al., 1992c). Todo
ello hizo que, a finales de los afios noventa, se propusiera a las ectopeptidasas
expresadas en ovario como enzimas determinantes en la funcion y diferenciacion
de las células ovéricas ya que regulaban las concentraciones extracelulares
(intrafoliculares) de péptidos bioactivos, estableciendo un sistema de regulaciéon

peptidérgica en la propia cavidad antral (Yoshioka et al., 1998).

En cerebro bovino la aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA) ha sido
caracterizada y purificada in vivo como una encefalinasa extracelular (Hersh y
McKelvy, 1981), no obstante, al ser considerada una enzima citoplasmatica se
desconoce su funcion en el metabolismo opioidoinérgico (Dyer et al., 1990;
Constam et al., 1995). El grupo de Tomoharu Osada (Osada et al., 2001a)
demostrd que ratas transgénicas deficientes de PSA presentaban infertilidad ya

gue eran incapaces de formar y mantener el cuerpo luteo del embarazo.

Se ha referido presencia de APA a nivel de tejido endometrial, ovarico y
placentario (Vinson et al., 1997; Hassan et al., 2000; Ando et al., 2002). La APA
es uno de los principales enzimas que regulan la concentracion de A Il en el ovario
humano, es mas, se ha detectado en liquido folicular una inmunoreactividad Angll-
like 10 veces mayor que en plasma (Culler et al., 1986). En 2006 Harata describio
por primera vez la expresion y distribucion celular de APA en el ovario de mujeres
a lo largo de su ciclo menstrual. Durante el proceso de foliculogénesis se detectd
presencia débil de APA en la membrana del ovocito y en las células de la granulosa,
en el cuerpo luteo presencia moderada en las células luteinicas grandes y débil en

las células luteinicas pequenfias, en el cuerpo amarillo no se observo presencia de
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APA. Estos resultados han hecho que se especule con la posibilidad de que la A

Il intervenga en procesos como la foliculogénesis y la funcion del cuerpo Ilteo.

La Cys-AP u oxitocinasa, Unica aminopeptidasa de membrana degradadora
de oxitocina, ha sido descrita en tejidos tan dispares como cerebro, corazon, rifion,
musculo liso, células adiposas, colon, préstata y ovario (Czech y Corvera, 1999;
Moeller et al., 1999; Demaegdt et al., 2004). Considerada en humanos la peptidasa
placentaria mas importante a nivel de membrana, durante el embarazo se ha
detectado en plasma una forma circulante de Cys-AP, resultante del corte
proteolitico llevado a cabo en el dominio extracelular de la peptidasa (Nomura et
al., 2005). La actividad de Cys-AP en plasma aumenta significativamente durante
el tercer trimestre de gestacion, para experimentar un efecto plateau justo antes
del parto (Mizutani et al., 1982; Mustafa et al., 2004; Pham et al., 2009). Debido a
gue dos de sus principales sustratos, oxitocina y vasopresina, generan contraccion
y vasoconstriccion uterina, se ha establecido que la Cys-AP contribuye al
desarrollo normal del embarazo y suprime el dolor mediante la regulacién del nivel

de estas hormonas en suero (Rogi et al., 1996; Horio et al., 1999).

Se ha observado elevada actividad de la enzima PEP en el cértex renal,
células epiteliales, fibroblastos, testiculos, limfocitos, trombocitos, placenta y
ovario porcino (Mizutani et al., 1984; Pereira et al., 2009) mientras que en fluidos
corporales ha sido baja (Goossens et al., 1996a). En 1998 el grupo de Kimura
encontré mayor actividad PEP en foliculos antrales tanto en liquido folicular como
en células de la granulosa. Ademas, la hibridacion in situ reveld mayor expresion
de prolil oligopeptidasa RNAmM en las células de la granulosa de foliculos
preantrales. Lo cual viene a sugerir la importancia de PEP en el desarrollo de las

primeras etapas de la foliculogénesis.

Por tanto, las peptidasas ejercen diferentes acciones en distintas etapas del
proceso reproductivo femenino. Y es por ello que son moléculas de gran interés
para una mejor comprension de la fertilidad humana, asi como para su estudio

como posibles marcadores de calidad folicular y ovarica.

M? Victoria Aparicio Prieto 73



TESIS DOCTORAL

4. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA)

4.1. Sistema renina angiotensina (SRA): de su concepto clasico o

sistémico al descubrimiento de SRA local o tisular

En su concepto clasico, el SRA es un sistema hormonal circulante regulador
del tono vascular y del balance hidroelectrolitico. Como se ve en la Fig. 12, el
angiotensinogeno, producido en el higado, es transformado por la renina del
aparato yuxtaglomerular del riidbn en angiotensina |. Esta es a su vez convertida
en angiotensina ll (A 1l) por la enzima convertidora de angiotensina (ACE) presente
en el endotelio vascular pulmonar (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

La A Il se une a receptores AT1 y AT2, que pertenecen a la amplia familia
de receptores asociados a proteinas G y que se encuentran distribuidos en
distintos tejidos. Esta union produce una potente contraccion de la musculatura
lisa vascular y, de forma directa e indirecta, reabsorcion de sodio y agua en el
rinon. El conocimiento de este sistema endocrino ha sido de vital importancia para
el desarrollo de farmacos claves en el tratamiento de una gran variedad de
enfermedades cardiovasculares y renales. Entre estos se encuentran los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACEi) o los antagonistas
de los receptores de A Il (ARA-II) (Danilczyk et al., 2004, Lambert et al., 2008).

Sin embargo, hoy en dia se sabe que ni este esquema es tan sencillo ni las
acciones del SRA se limitan a su funcién endocrina. Con el tiempo se ha ido
descubriendo el papel de otros péptidos bioactivos, enzimas conversoras y
receptores, lo que demuestra la complejidad de este sistema y el potencial de los
farmacos que actian o podrian actuar sobre él (Danilczyk et al., 2004).
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Aunque el péptido que clasicamente ha sido reconocido como efector del
sistema es la angiotensina Il, puede verse que el sistema estd compuesto por
varios péptidos con actividad biologica (angiotensinas I, 1V, 1-7 y 1-9) que se
producen por la accién de diversas peptidasas: ACE, ACE2, APA, NEP/CD10,
APN/CD13, Prolil endopeptidasa (PEP), etc. Mas aun, se trata de un sistema en
el que ademas de los clasicos receptores AT-1 y AT-2, existen otros tipos de
receptores que median la accidn de otras angiotensinas: receptor Mas, receptor
renina/prorenina y receptor AT4 o IRAP (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008) (Fig. 13).

Por otro lado, en la ultima década se ha ido demostrando que mudltiples
organos y tejidos poseen la maquinaria molecular necesaria para la sintesis de los
diferentes componentes del SRA. Se piensa que estos SRA “locales” son
regulados de forma independiente al circulatorio, aunque pueden interactuar con
el (Paul et al., 2006; Kobori et al., 2007). De este modo, ademas de sus funciones
clasicas, las angiotensinas producidas a nivel local conducen a cambios a medio-
largo plazo en los tejidos, regulando el crecimiento y diferenciacion celular, y

participando en procesos proliferativos en situaciones de desequilibrio del sistema.
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Fig. 13. SRA: Eje ACE-A ll-receptor AT1 y eje ACE2/A 1-7/Mas
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Cabe destacar que el rifibn es uno de los 6rganos donde mejor se ha
identificado este SRA local (Kobori et al., 2007; Rosivall, 2009). Segun diversos
autores, en este SRA intrarrenal, las angiotensinas podrian estar regulando
distintos procesos tanto por via autocrina y paracrina como por mecanismos
intracrinos, ya que se ha demostrado la existencia de receptores de angiotensina

en el ndcleo de células tubulares renales (Gwathmey et al., 2010; Zhuo y Li, 2011).

En este “nuevo” contexto, se ha propuesto la existencia de dos ejes
complementarios en el SRA, cuyo desequilibrio podria inducir o afectar al
desarrollo de distintas enfermedades cronicas (Santos et al., 2008). Un primer eje,
el mejor conocido y constituido por la ACE-A ll-receptor AT1, que ademas de la
vasoconstriccibn y aumento de la volemia tipicos, induciria, a nivel local,
proliferacion celular, hipertrofia, inflamacion, estrés oxidativo, fibrosis, etc. Y un
segundo eje, constituido por la ACE2, que a partir de la A Il produce angiotensina
1-7, péptido que actia sobre el receptor Mas. Este eje ACE2/A 1-7/Mas
contrarresta los efectos del anterior gracias a su accidon vasodilatadora,
antihipertréfica, antiangiogénica y antiproliferativa. Este descubrimiento ha
convertido las ratios ACE/ACE2 y A ll/A 1-7 en “switchs” moleculares a tener en
cuenta en el desarrollo y evolucidn de distintas enfermedades cardiovasculares y
renales, campo en el que han sido investigados en mayor profundidad (Wysocki
et al., 2006; 2008; Kobori et al., 2007; Wakahara et al., 2007; Santos et al., 2008;
Varela, 2015) (Fig. 14).
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Fig. 14. Balance sistemas SRA y su implicacién en el cancer.
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4.2. SRA intracelular

El SRA intracelular se caracteriza por la presencia de los distintos
componentes de SRA en el interior de las células, asi como por la sintesis de A I
en una localizacion intracelular. Este concepto surgié 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 A Il (como catepsinas y
guimasas), y finalmente por la deteccion intracelular de estos componentes bajo

unas condiciones celulares determinadas (Kumar et al., 2007).

Al igual que en los otros SRA, la A Il es el principal péptido bioactivo del
SRA intracelular. EI hecho de que se hayan comprobado efectos de la A 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 accion intracelular de la A Il involucra a las
reservas de calcio intracelulares, a distintas rutas de sefializacion intracelular
(como la de fosfatidil-inositol-3-quiinasa (PI3K) y la de quinasas activadas por
mitdégenos (MAP quinasas o MAPK), asi como a los receptores intracelulares de
la A Il. Sin embargo, aunque la A Il es el principal péptido bioactivo del SRA
intracelular, también la renina o la prorrenina, pueden tener efectos intracelulares,
ya gue existe un receptor intracelular para éstos, el receptor de prorrenina-renina
(PRR), que se acopla a un sistema de transduccion de sefiales en cascada a
través de via de las proteinas quinasas reguladas por sefiales intracelulares 1y 2
(ERK1/ERK2) (Re, 2003).

4.3. Ejes o vias que componen el SRA

En su concepto clasico, el SRA 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 SRA (Paul et al., 2006) (Fig. 15).

Eje Renina/ACE/A II/AT1R/AT2R. Este eje o0 via clasica, esta formado por
el AGT, la renina, la enzima ACE, la A 1y A ll, y sus receptores, AT1IR y AT2R.

Ademas, a partir de la A Il por la accidn de la enzima Aminopeptidasa A (APA), se
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produce angiotensina Il (Angiotensina 2—8 o A Ill), 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 SRA
a nivel sistémico, también se ha visto que actlia tanto a nivel local como intracelular
(Paul et al., 2006; Kumar et al, 2007).

Eje ACE2/A (1-7)/Receptor Mas. La A |, ademas de transformarse en A I,
también tiene potencialidad para transformarse en A (1-9) a través de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2). La A (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 union al receptor Mas (MasR) (Santos et al., 2003).

Eje A IV/IATAR-IRAP. En éste eje, la A lll es transformada a angiotensina
(3-8), también denominada angiotensina IV (A V), 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).

Eje prorrenina-renina/PRR. La observacion de la existencia de los
receptores de renina (Nguyen et al., 2002), sugirio 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).

[
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mm..rm'"m- ATIR ATZR MR PRR
Fig. 15. Vision actual del sistema renina angiotensina. Peptidos: AGT: Angiotensinégeno; A I:
angiotensina I, A II: angiotensina Il; A lll: angiotensina lll; A VI: angiotensina (3-8) o VI; A (1-9): angiotensina
(1-9); A (1-7): angiotensina (1-7). Receptores: AT1R: receptor de A Il tipo 1; AT2R: receptor de A Il tipo 2;
ATAR/IRAP: receptor de A IV; MasR: receptor de A (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.
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4.4. Componentes de SRA

Como se ha descrito, el SRA es un sistema complejo, que esta compuesto
por AGT, numerosos péptidos de A, receptores especificos de estas A, y distintas
enzimas. A continuacion, se detallan los componentes del SRA considerados
como mas relevantes en el sistema reproductor masculino, y las funciones mas

destacables de dichos componentes a nivel global (Figuras 15y 16).
4.4.1. Angiotensindgeno y angiotensinas

El angiotensindgeno (AGT) es una glicoproteina perteneciente a la familia
de la a2- globulinas. Es el péptido iniciador de este sistema y es el Gnico sustrato
conocido de la renina. La mayoria del AGT circulante se produce y secreta por el
higado. Tras su expresion hepatica, este se libera constitutivamente viajando por
la circulacion sanguinea, actuando tanto en el SRA sistémico como en los distintos
SRA locales. Sin embargo, también puede ser sintetizado en otros 6rganos y
tejidos, como el rifion o el tejido adiposo blanco, actuando de forma local (Kobori
et al., 2007).

La angiotensina | (A 1) o angiotensina (1-10), es un decapéptido inestable,
por lo que es rapidamente hidrolizado por la ACE formandose la A Il (Fournier et
al.,2012). Sin embargo, cuando la ACE esta inhibida, la A | puede ejercer acciones
similares a la producidas por la A I, aunque con una menor eficacia (Fyhrquist y
Saijonmaa, 2008). Se ha observado que la A | es capaz de estimular la liberacion
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 ll (A Il) o angiotensina (1-8), es el principal péptido bioactivo
del SRA. Es un octapéptido con una vida media de aproximadamente un minuto
(Kobori et al., 2007). Ejerce su accién a través de sus receptores AT1IR y AT2R,
los cuales, por lo general, desempefian funciones opuestas (De Gasparo et al.,
2000; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008). La A Il 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 angiotensinal lll (A lll) o A (2-8), es un heptapéptido que ejerce su accion,

en principio similar a la de la A 1l, via AT1R y AT2R. Aunque la A Il se considera
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el principal efector del SRA, la A Ill puede resultar igual o incluso a veces mas
relevante en algunas de las acciones mediadas por el AT1R, tal como la liberacion
de vasopresina. Se ha observado que la A Il esta implicada en la secrecién de
aldosterona, la excrecion 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).

La angiotensina IV (A 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 A IV desempefia un papel muy importante en la regulacion de las
funciones cognitivas, del metabolismo renal y del dafio cardiovascular, asi como
en la regulacion del crecimiento de distintos tipos celulares (fibroblastos cardiacos,
células endoteliales y células del masculo liso). Ademas, esta implicada en la
respuesta inflamatoria vascular, y posiblemente en la fisiopatologia cardiovascular

(Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

La angiotensina (1-7) (A 1-7) es un heptapéptido que ejerce sus acciones a
través de su unién al receptor Mas. Aungque se forma por accién de la ACE2 sobre
la A Il, también puede ser producida a partir de la Al o la A ll por la accién de otras
enzimas (Santos et al.,, 2003). Durante mucho tiempo se pensO 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 A 1l (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijjonmaa, 2008).

4.5. Receptores

El receptor de A ll 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 A Il. Aunque se une preferentemente a la A Il, también puede
unirse a la A lll (De Gasparo et al., 2000). Muestra una amplia distribucién en el
organismo, siendo muy abundante en los tejidos periféricos y el cerebro (Paul et
al.,, 2006; Williams et al.,, 2010). ElI AT1R principalmente ejerce funciones
potencialmente perjudiciales, estando implicado en la proliferacion celular o el

estrés oxidativo (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

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

receptores unidos a proteinas G, aunque durante mucho tiempo no fue
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considerado como tal al no cumplir todas las caracteristicas tipicas de estos
receptores (Porrello et al., 2009). Se activa principalmente por la A Il, aunque
también puede unirse a otras A, como la A lll (De Gasparo et al., 2000). Se expresa
de forma abundante en los tejidos fetales y uteroplacentarios, asi como en el
corazoén, 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 vasodilatacion, la liberacion de NO, la inhibicion de la proliferacion 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 inflamacion (Levy, 2004).

El receptor de A IV (AT4R) ha sido identificado como la aminopeptidasa de
membrana regulada por insulina (IRAP) (Albiston et al., 2001), siendo su principal
ligando la A 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 invasion uterina por parte de las
células de trofoblasto embrionario, el aumento de la actividad nerviosa simpéatica
en la préstata y la contractibilidad de la prostata y del epididimo (De Gasparo et
al., 2000; Paul et al., 2006; Williams et al., 2010).

El receptor de A (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, razon por lo que se le pasé
a denominar MasR (Santos et al.,, 2003). Estd ampliamente distribuido en el
organismo, encontrandose en cerebro, testiculos, corazén, rifion, pulmon, higado
y musculo esquelético (lwai y Horiuchi, 2009). Entre sus funciones, destacan el
mantenimiento de la homeostasis durante el embarazo, la vasodilatacion y la
inhibicion de la proliferacion celular, antagonizando asi los efectos del AT1R (Iwai
y Horiuchi, 2009; Paul et al., 2006).
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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 citoplasmético (Nguyen y Muller, 2010; Nguyen, 2011). EI PRR
se expresa en gran variedad de tejidos, entre los cuales destacan el cerebro, el
corazon y la placenta (Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijjonmaa, 2008). El receptor
de prorrenina-renina ejerce una doble funcién, por un lado, el PRR puede ser
activado directamente por prorrenina 0 renina, como ya se ha comentado,
desencadenando una sefal 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,
2002; Paul et al., 2006).

Ademas, recientemente se ha descrito una nueva funcion del PRR, participando

y facilitando asi la formacion de A | (Nguyen et al.,

en la actividad de la H+- ATPasa constituyendo el complejo del receptor Wnt y
regulando varios procesos de homeostasis celular,
(Balakumar y Jagadeesh, 2011; Binger y Muller, 2013).
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Figura 16.-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.
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4.6. EIlSRA en la fertilidad masculina

Este sistema local fue descrito tras observar que varios componentes del
SRA estaban presentes en los distintos 6rganos y tejidos reproductivos, entre los
gue se encuentran los testiculos, el epididimo, los conductos deferentes, la
préstata, el fluido seminal y los espermatozoides (Leung y Sernia, 2003). Ademas,
existen multiples datos que indican que el SRA 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 SRA local puede ser regulado por
las hormonas del eje hipotalamo-hipofisario-testicular, y que a su vez, el SRA
local puede modular tanto la funcién testicular, como la funcion espermética
(Okuyama et al., 1988; Vinson et al., 1997; Paul et al., 2006).

4.6.1. El SRA y su implicacion en la funcion testicular

El primer punto de control de la funcién reproductora masculina se produce
a través del eje hipotalamo-hipofisario- testicular, mediante el control de la
liberacién de hormonas sexuales. La regulacion a través de este eje comienza con
la secrecidn por parte del hipotdlamo, de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), que actua directamente en la adenohipdfisis, produciendo la sintesis y
liberacion de dos hormonas gonadotroficas o gonadotrofinas, la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Finalmente, estas hormonas
actian sobre los testiculos ejerciendo distintas acciones. La LH actla 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 retroalimentacion

negativa que actuan sobre el hipotalamo y la hipofisis (Waites, 1993).

Se ha observado que los niveles de AGT y los receptores de la A i
aumentan, de forma fisioldgica, al inicio de la pubertad, con la aparicion de la LH
y la FSH en el torrente circulatorio (Parmentier et al., 1983). Ademas, se ha
observado que la administracion de gonadotropinas exdgenas, resulta en un
aumento de la concentracién de A Il en el testiculo (Okuyama et al., 1988), asi
como en las células de Leydig (Pandey e Inagami, 1986), la A Il actia sobre estas

mismas células inhibiendo la via del cAMP (Khanum y Dufau, 1988).
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Contrariamente, también se ha observado que tras la supresion hipofisaria
(hipofisectomia), la expresion de los genes que codifican para el AT1IR y el AT2R
aumentan significativamente, mientras que la administracion de hCG (hormona
gonadotréfica que desencadena las mismas acciones que la LH) y gonadotropina
menopausica humana reducen su expresion. Lo que sugiere que la expresion
génica de los transcritos de estos receptores también es dependiente de la

adenohipofisis (Hirai et al., 1998).

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 correlacion positiva
con la testosterona. De forma que la hCG indirectamente produce un aumento de

la testosterona (Parmentier et al., 1983).

Cuando se administran gonadotropinas exogenas, 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 SRA

sistémico y el testicular (Paul et al., 2006).

En las células de Leydig, la formacién de renina también esta regulada por
las gonadotrofinas LH y hCG, observandose unos efectos similares a los descritos
en el testiculo, su actividad aumenta tras la estimulacion con gonatdotropinas y la
inmunoreactividad de la renina, es completamente eliminada tras la hipofisectomia

y el tratamiento con estrégenos (Parmentier et al., 1983; Pandey et al., 1985).

Respecto a las funciones de los receptores del SRA sobre la funcion
testicular, 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 inhibicion de la produccion de testosterona, como en la
espermatogénesis. El MasR, al igual que su ligando, ha sido localizado en los
testiculos humanos, con independencia del estatus fértil del varon (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 expresion, igual de

intensa a lo largo de todo el epitelio seminifero, desde la zona basal, donde se
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encuentran células de Sertoli y las espermatogonias, hasta la luz del tibulo, donde
se localizan los espermatozoides (Reis et al., 2010). Ademas, también se ha
detectado mMRNA 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). Por otra parte,
su localizacion en el interior del tibulo seminifero y el hecho de que su expresion
estd alterada cuando la espermatogénesis esta gravemente afectada, sugieren

gue puede actuar regulando de este proceso (Reis et al., 2010).

En cuanto a la regulacion de la espermatogénesis, la presencia de A (1-7),
su receptor MasR, ACE, NEP2 y APN en el interior de los tubulos seminiferos,
tanto en las células germinales en formacion como en las células de Sertoli,
sugieren un posible papel de estas moléculas en la regulacion 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 varén (Reis et al.,
2010), por lo que a priori, no estaria implicada en este proceso.

4.6.2. El SRAy su implicacion en la funcion espermética

Los espermatozoides para llevar a cabo correctamente su funcién, deben
pasar por una serie de procesos como son la adquisicién de la movilidad, la
capacitacion, la reaccién acrosémica, 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 SRA (Yoshida et al., 2008; Vinson et al., 1997; Speth et al., 1999).
Asi, tanto la presencia y distribucién de los componentes del SRA en los
espermatozoides, como la actividad de las angiotensinas asociadas, sugieren que
este sistema estaria regulando la funcion reproductora, actuando directamente

sobre la capacidad fértil de los espermatozoides (Leung y Sernia, 2003).

Se ha descrito que la A 1l es un modulador de la actividad espermatica, ya
gue esta implicada en procesos como la movilidad y la reaccion 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 implicacion en la
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movilidad, la A Il aumenta tanto el porcentaje de espermatozoides moviles, como

su velocidad lineal (Vinson et al., 1996).

Aunque la A (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).

En cuanto a los receptores especificos de la A ll, el AT1R ha sido detectado
en la cola de espermatozoides tanto murinos como humanos (Vinson et al., 1995a;
Vinson et al., 1995b).

Se cree que el AT1R esta implicado en la movilidad espermatica, ya que el
uso de antagonistas de este receptor, como el losartan, inhibe la movilidad,
mientras que tras la adicién de A Il se produce un aumento tanto del porcentaje
de espermatozoides mdviles, como de su velocidad lineal (Vinson et al., 1996). De
igual manera, también se ha evidenciado su implicacion en la reaccion
acrosomica, 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 regién acrosomal de la cabeza de espermatozoides de
ratén, aunque, por ahora, no se le ha atribuido ninguna funcién (Wennemuth et al.,
1999).

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 prostata u otras glandulas sexuales
accesorias (Craven et al., 1981). Por otra parte, se ha observado una correlaciéon
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 que 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 concentracion de ACE del plasma seminal se correlaciona positivamente tanto
con la concentracion de espermatozoides como con su movilidad (Speth et al.,
1999), aunque paradojicamente, también se ha visto que los niveles de ACE del

plasma seminal de varones con oligospermia son similares a los de varones
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normozoospérmicos (Hohlbrugger et al., 1984). En cuanto a su localizacion en los
espermatozoides, la tACE esta 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 region acrosomal, en el segmento ecuatorial, en la
region postacrosomal y en la pieza intermedia (Ganong, 1995; Kohn et al., 1998b).
Su actividad es baja en animales inmaduros sexualmente, pero va aumentando
progresivamente conforme van 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 espermatica todavia
no se conoce en detalle, aunque, distintos estudios han demostrado su
implicaciéon en la movilidad, la capacitacién, 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).

En cuanto a la regulacion por las distintas angeotensinas (A) y sus
receptores, se ha descrito como la A Il, probablemente a través de su unién al
AT1R, modula la actividad espermatica, estando implicada en la movilidad y la
reaccion acrosomica. Los antagonistas de la A Il inhiben tanto la movilidad como
la reaccion 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
A (1-7) y el MasR, han sido localizados en los espermatozoides se desconoce las
funciones que desempefian (Wennemuth et al., 1999; Reis et al., 2010). La tACE
ha sido localizada en la membrana plasmatica de las espermatidas y
espermatozoides, y se considera una enzima muy relevante en la fertilidad

masculina debido a su implicacion en la capacitacion, la reaccion acrosdmicay en
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la capacidad fecundante (Singh et al., 1985; Foresta et al., 1987, 1991; Kohn et
al., 1995; Shibahara et al., 2001; Li et al., 2014).

5. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es un complejo y ordenado proceso de diferenciacion
de las células madres germinales primordiales (espermatogonias) hacia
espermatozoides. Este proceso ocurre en tres fases distintas (Sharpé, 1994),
dicho proceso ocurre concretamente en los tubulos seminiferos. En la infancia, la
creacion de gametos esta en reposo, pero en la pubertad, junto a la subida de la
concentracion de las hormonas gonadotroéficas (FSH y LH) las células de Leydig
secretan testosterona y asi da comienzo la espermatogénesis. En el ser humano,
cada ciclo espermatogénico dura 64 dias. Pero, antes de acabar cada ciclo, con
una regularidad de 2-3 semanas, empiezan nuevos ciclos, que producen unos 120
millones de espermatozoides diarios cada ciclo espermatogénico dura 64 dias.
Pero, antes de acabar cada ciclo, con (Amann y Howard, 1980; Sharpe, 1994).
Es por esto que en cada tubulo seminifero encontramos células en diferente
estado de maduracién y las mas desarrolladas aparecen en el lumen de los
tubulos (Fig. 16). En la parte basal de los tubulos se encuentran las células de
Sertoli que son la barrera entre el tibulo y la sangre (Clermont, 1963). El proceso
se mantiene activo durante toda la vida aunque en la vejez se nota un descenso
en la produccion de espermatozoides (Marina, 2003). La espermatogénesis
comienza con la divisién de las células madre y finaliza con la formacion de los

espermatozoides maduros. Se completa en tres fases.
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5.1. Espermatocitogénesis

Es una fase proliferativa, durante la cual algunas espermatogonias
diploides (46, 2N) (espermatogonias Ad) se dividen, bien para restaurar el pool de
células madre (espermatogonias Ad) o para producir espermatogonias claras

(espermatogonias Ap) capaces de realizar el proceso de diferenciacion celular.

Las espermatogonias Ap experimentan un namero limitado de divisiones
mitéticas para formar un clon celular de espermatogonias B. (46, 2N) que con una
Gltima division mitética dan lugar a los espermatocitos primarios. Estos se
mantendran en fase de preleptotene durante 24 dias antes de proseguir con la
meiosis (Kerr, 1992). Durante esta fase se produce una sintesis activa de DNA
duplicandose su contenido en cada cromosoma y dando lugar a células diploides

4n o tetraploides (Matsumoto,1996).

T PR AT
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Fig. 18.- Espermatocitogénesis

Meiosis

Es la fase en la que los espermatocitos experimentan la transformacion en
espermatides redondas haploides, reduciendo el contenido genético. Durante este
proceso se realizan dos divisiones meioticas: en la primera division meiotica, se
produce el intercambio genético entre las tétradas formadas por el
emparejamiento de cromosomas homologos (espermatocito primario: 46, 4N) y la
reduccion del material genético dando lugar a los espermatocitos secundarios
(23,2N) (Russell et al., 1990; Bustos-Obregon et al., 1975; Clermont, 1963).
Durante la segunda division meiotica, similar a una division mitdtica, los

espermatocitos secundarios, se dividen, dando lugar a las espermatides (23, 1N)
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(Matsumoto et al., 1996). divisidn mitotica, los espermatocitos secundarios, se

dividen, dando lugar a las espermatides (23, 1N) (Matsumoto et al., 1996).
5.2. Espermiogénesis

Es el proceso por el cual las espermatides se transforman en
espermatozoides maduros, a través de cambios morfolégicos y funcionales, sin
gue haya division celular. Estos cambios son: la formacion del acrosoma, mediante
la transformacion del aparato de Golgi; condensacion y elongacion del nucleo,
eliminacién de la mayor parte del citoplasma y formacién de la cola adaptando
organelas citoplasmaticas como el centriolo distal (flagelo) y las mitocondrias
(pieza intermedia). El proceso de maduracién termina con la espermiacion o

liberacion de los espermatozoides a la luz del tibulo seminifero.
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Fig. 19.- Espermatogénesis

Durante este proceso actuan proteinas nucleares, primero las histonas
compactan el ADN formando nucleosomas y, las protaminas se unen al ADN
espermatico permitiendo el enrollamiento y condensacién del ADN en

subunidades mucho mas grandes conocidas como toroides (Aoki & Carrell, 2003).
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La cromatina espermatica experimenta una fuerte compactacion, llegando a
compactarse 6 veces mas que una célula somatica (Shaman & Ward, 2006). El
primer evento en esta transformacion ocurre en estadio de esperméatides
redondas, donde las histonas somaticas son hiperacetiladas y reemplazadas por
las proteinas de transicion nuclear (TP1 y TP2); luego en el estadio de
espermatide elongada, éstas son reemplazadas por otras proteinas, conocidas
como protaminas (P1 y P2) (Carrell et al.,, 2007). Este remodelamiento de la
cromatina es acompafiado de cambios en la forma del nucleo espermético,
desenrrollamiento del ADN, induccién de quiebras transitorias en el ADN y
condensacion de la cromatina (Carrell et al., 2007). En un estudio realizado con
ratones con sélo una copia de estos genes demostraron, su importancia en la
fisiologia espermatica (Cho et al., 2001; Yu et al., 2000; Zhao et al., 2001). Se han
descrito cambios estructurales en los tdbulos seminiferos de rata (Rattus
norvegicus) (Levy et al., 1999) y hamster (Mesocricetus auratus) (Morales etal.,
2004) y la alteracion de la expresion génica en células madre espermatogoniales
murinas en relacion al aumento de la edad (Kokkinaki et al.,, 2010). En
consideracion de la gran cantidad de divisiones celulares que experimentan las
células de la linea espermatica masculina durante toda su vida, podria sugerir que
el acumulado de mutaciones en el ADN de la linea germinal disminuye la salud
reproductiva del individuo. Existen escasos trabajos sobre la influencia de la edad
avanzada sobre los parametros reproductivos masculinos en los murinos (Zubkova
& Robaire, 2006). Actualmente, es totalmente desconocido si la protaminacion
espermatica esté influenciada por la edad. Tanto la edad como la protaminacion
espermatica son caracteristicas de enorme influencia sobre la fertilidad masculina
(Carrell et al., 2007; Aitken et al., 2009).

Mediante movimientos peristalticos los espermatozoides son transportados
de la rete testis a los conductos eferentes y de alli al epididimo (Bustos-Obregon
et al., 1975). Aun asi, estos espermatozoides no seran capaces de fecundar hasta
sufrir los procesos de capacitacion y reaccion acrosémica, en el tracto reproductor

femenino.

En el ser humano, cada ciclo espermatogénico dura 64 dias. Pero, antes
de acabar cada ciclo, con una regularidad de 2-3 semanas, empiezan nuevos

ciclos. Es por esto que en cada tubulo seminifero encontramos células en
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diferente estado de maduracion y las mas desarrolladas aparecen en el lumen de
los tubulos. En la parte basal de los tubulos se encuentran las células de Sertoli

gue son la barrera entre el tubulo y la sangre (Clermont, 1963).
5.3. Regulacion Endocrina y Paracrina de la Espermatogénesis

La produccién de andrégenos Yy la maduracion de los gametos son
reguladas en el testiculo por el hipotalamo y la hipdfisis a través de un mecanismo
de retroalimentacion negativo. La testosterona inhibe la secrecionde FSH y LH; y
la FSH tiene otro regulador que es la Inhibina. La LH estimula la produccion de
Testosterona en las células de Leydig, mientras que la FSH controla la

espermatogénesis a través de las células de Sertoli.
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Fig. 20.- Espermatogénesis

La testosterona es el regulador local mas importante de Ila
espermatogénesis y aunque en un primer momento es la FSH la iniciadora de la
espermatogénesis, serda la testosterona la que mantenga modulado este proceso
(Weinbauer et al., 1997).

Ademas de esta regulacion endocrina existe una regulacién local o

paracrina independiente de la regulacion hormonal., habiéndose descrito actividad
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paracrina en células de Sertoli, Leydig, peritubulares, macrofagos y células

germinales.

Han sido descritas distintas sustancias importantes en la regulacién local
de la espermatogénesis como son: los factores de crecimiento, entre los que se
encuentran: el factor de crecimiento transformante -a y -3 (TGF-a y TGF-B), la
inhibina, la activina, el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor de
crecimiento de la insulina-l (IGF-I), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el
factor de las células madre (SCF) y las interleukinas (IL). Estas sustancias tienen
importantes efectos moduladores (inhibicion — estimulacién) sobre la
espermatogénesis, que en un futuro pueden ser completadas por otras aun no

conocidas y/o relacionadas (Weinbauer et al., 1997).

Recientes estudios han demostrado que las células germinales masculinas
en ratdn presentan activos los receptores opiodes, mu-opiodes (MOR), delta-
opioides (DOR) vy kappa-opiodes, implicados en la regulacion de la
espermatogénesis y en la regulacion de la meiosis modificando la expresion

génica de las proteinas del complejo sinaptonémico. (Estomba et al., 2016).
6. ESTRUCTURA DE LOS ESPERMATOZOIDES

La funcion de los espermatozoides es llegar al ovocito y fertilizarlo. Para
conseguir ese objetivo, el espermatozoide cuenta con una morfologia muy bien
diferenciada. El espermatozoide de los mamiferos se suele dividir en dospartes

principales: la cabezay la cola.
a. Cabeza

Las estructuras mas resefiables dentro de la cabeza son el acrosoma, el

ndcleo y el citoplasma (muy reducido) (Browder et al.,1991).
Acrosoma

Es una vesicula grande situada en la parte apical de la cabeza. Dentro de
esta estructura se encuentran enzimas hidroliticas capaces de digerir la matriz
extracelular del ovocito (zona pelucida). Esos enzimas se liberan mediante

la exocitosis del acrosoma (reaccidon acrosémica) (zona pelucida).
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Nucleo

Se sitla en la parte de la cabeza que queda detras del acrosoma, en la
zona post- acrosomica. En el ndcleo espermatico el DNA aparece muy
condensado debido a que durante la espermatogénesis, las histonas son
reemplazadas por protaminas. En el ndcleo también aparece RNA gque tiene

funciones aun desconocidas.

El nlcleo espermatico es la parte que debe penetrar en el ovocito.
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Fig. 21.- Cabeza espermatozoide
Citoplasma

Los espermatozoides maduros tienen un citoplasma muy reducido. La
mayor pérdida del citoplasma se produce cuando los espermatozoides se van a
liberar del epitelio de los tubulos seminiferos. Al fragmento de citoplasma que
liberan se denomina cuerpo residual; esos cuerpos residuales contienen RNA
empaquetado, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, lisosomas y peroxisomas

y son fagocitados por las células de Sertoli.

Debido a la alta condensacion de la cromatina nuclear, no se creard RNA
de novo y debido a la perdida de citoplasma y de organulos, el mMRNA no se
traduce a proteinas ni se da el transporte de vesiculas. Por tanto, los
espermatozoides maduros pierden la capacidad de expresar proteinas y de

transportar vesiculas (Miller et al., 2006). Eso significa que los espermatozoides
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no sintetizaran nuevos compuestos y que por tanto, deberan llegar al ovocito con
lo creado durante la espermatogénesis. Aun asi, a lo largo del trayecto por el
epididimo, durante el tiempo en el que estan en contacto con el liquido seminal
(mediante epididimosomas) y/o a través del tracto femenino, ocurre un intercambio
de proteinas y lipidos de la membrana plasmatica espermatica (Schuel et al.,
2005). De ese modo, puede ocurrir que los espermatozoides varien su actividad
en relacién al medio en el que se encuentren. Por otra parte, la posibilidad de que
algunos mRNA puedan ser traducidos mediante ribosomas mitocondriales deja en

evidencia que este tema esté todavia en debate (Miller et al., 2006).
b. Cola

La cola de los espermatozoides tiene una estructura compleja y
especializada con el fin de proporcionare movimiento a la célula.
Morfolégicamente se divide en cuatro partes: cuello, pieza media, pieza principal y
pieza final (Mortimer, 1997).
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Fig. 22.- Micrografia electronica de un espermatozoide humano. La célula tiene un ntcleo
compacto, las mitocondrias visibles, sin reticulo endoplasmatico; el citoplasma es minimo y la cola es de
gran tamafio (alrededor de 45 py m de longitud) (Barratt et al., 2009).

Cuello
Es la articulacion entre la cabeza y la cola
Pieza media

Esta formada por el axonema y alrededor hay 9 fibras densas externas.
Alrededor de estas fibras hay una capa de mitocondrias y finalmente, rodeandolo
todo, esta la membrana plasmatica. En esta pieza se crea el ATP necesario para

el movimiento flagelar
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Pieza principal

Aqui también encontramos las fibras densas externas rodeando el
axonema pero las fibras en posicién 32 y 82 estan sustituidas por dos columnas
de fibras membranosas. Estas dos columnas se encuentran unidas. Finalmente,
esta la membrana plasmatica rodeando todo. En esta pieza también se crea
ATP.

ERLHEITR S EERE LR

i l:.l.||—1 | PSS FENCIEN

Fig. 23.- Partes espermatozoide

Pieza final o flagelo

Esta parte esta formada por el axonema y la membrana plasmatica. Los
espermatozoides utilizan el flagelo para moverse. EI movimiento es debido a la
batida flagelar que crea el axonema en un proceso que requiere energia. El
axonema esta formado por microtibulos y proteinas unidas a estos y en el caso
del espermatozoide, su estructura se mantiene a lo largo de toda la cola. Mas
detalladamente, el axonema se compone por 9 pares de microtubulos compuestos
de tubulina creando un anillo y en el centro de este anillo se sitian otros dos
microtubulos. Los brazos de dineina son las estructuras proteicas mas importantes
unidas a los microtubulos. De hecho, como esa ultima proteina tiene actividad ATP-
asa convierte la energia quimica en energia mecanicay de esa forma puede sufrir
cambio conformacional. Asi pues, el movimiento del flagelo ocurre por
deslizamiento entre microtubulos gracias al funcionamiento del motor

tubulina/dineina (Marigomez y Cajaraville, 1999).
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Los espermatozoides obtienen ATP principalmente por fosforilizacion
oxidativa que se da en las mitocondrias presentes en la pieza media del flagelo.
Pero en las partes del flagelo carentes de mitocondrias, es muy importante el
ATP conseguido mediante la glicélisis que se da en las fibras membranosas de la
pieza principal (Turner, 2006) (Fig.24)
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Fig. 24.- Obtencién de energia

7. Fragmentacion del ADN espermatico

El ADN del espermatozoide aporta la mitad del material genético a la
descendencia, y se requiere que sea sano para la fertilizacién, el desarrollo del
embrion, el correcto desarrollo fetal y posnatal. En este ADN se puede en cualquier
etapa del proceso de la espermatogénesis producir un dafio, siendo éste un

fendmeno multifactorial y no del todo delimitado.

El estudio de la infertilidad masculina se ha basado tradicionalmente en el
analisis de semen clasificado de acuerdo con las normas del Manual de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010). Este analisis se basa en el

namero de espermatozoides, la motilidad y la morfologia espermatica, aunque sus
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criterios de normalidad ofrecen un valor prondstico limitado en la prediccion de

embarazo (Irvine et al., 1994).

Aunque existe variacion en la estimacion, aproximadamente 15% de los
pacientes con infertilidad por factor masculino muestran espermiogramas
normales (Agarwal et al.,, 2005), como resultado surgieron las pruebas de
morfologia con criterios estrictos (Kruger et al.,, 1988) para proporcionar

informacion adicional acerca de la calidad seminal.

La fragmentacion del ADN se ha convertido en la ultima década en un
importante marcador de la calidad del espermatozoide en funcién de su posible
relacion con diversos parametros criticos tanto in vivo como en reproduccion
asistida, incluido el desarrollo del cigoto-embrién y la calidad, la implantacion, el
aborto y la salud del recién nacido (Aitken, 2004; Tesarik et al., 2004; Tomlinson
et al., 2001; Schulte et al., 2010; Shamsi et al., 2010, 2011; Bungum et al., 2012) y

porcionar informacién adicional.

Por lo tanto, parece razonable sugerir que con las técnicas de reproduccion
asistida se puede compensar el deterioro de la integridad de la cromatina de
esperma, en particular, si es el ICSI como el método de fertilizacion elegido y solo
el espermatozoide morfologicamente normal se selecciona para la
microinyeccion. Ademas, la seleccion de espermatozoides morfolégicamente
normales para ICSI y la eleccibn de embriones de buena calidad para la
transferencia en la FIV / ICSI puede reducir los efectos potencialmente adversos
del dafio en el ADN del espermatozoide en el resultado de las técnicas de

reproduccion asistida.

En un trabajo realizado por Ming-Huei Lin (2008) curiosamente, observaron
mayores tasas de aborto cuando el valor de la estabilidad del ADN supero el 15%
en el grupo de FIV, pero no asi en grupo ICSI. Las tasas de aborto mediante ICSI
no parecian estar relacionados con la alta estabilidad del ADN (high DNA
stainability) (HDS). Por lo tanto, la ICSI aparentemente compensa las anomalias
funcionales espermaticas asociadas con HDS y eliminaba cualquier influencia
significativa que una alta proporcion de espermatozoides inmaduros pudiese tener
en las tasas de aborto. Es posible que sélo el esperma morfolégicamente maduro

fuese seleccionado para inyectar en ICSIl. También observaron que un indice de
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fragmentacion alta (> 27%) (DNA fragmentation index) (DFI) se asocié con un
mayor indice de aborto espontaneo, aunque no se encontré significacion

estadistica.

Ademas, a la hora de preparar un muestra seminal para técnicas de
reproduccion asistida hay que tener en cuenta el método utilizado, en un estudio
realizado por Tamayo Hussein y colaboradores (2017) evidenciaron que la técnica
de seleccidon espermatica swim-up permite recuperar espermatozoides de mejor

calidad, con mayor potencial de membrana y menor fragmentacion de ADN.

En contraste con las células sométicas, el ADN del espermatozoide esta
altamente condensado debido a la sustitucion de las histonas por protaminas y al
aumento de la formacion de enlaces disulfuro (Oliva et al., 1991). A finales de la
espermatogénesis, alrededor del 85% de las histonas en el ndcleo del
espermatozoide es sustituido por protaminas. Este proceso da lugar a la
compactacion de la cromatina espermatica y al silenciamiento de la transcripcion.
En elser humano, hay dos tipos de protaminas: protamina-1 (P1) y protamina-2
(P2). Las variaciones en la expresion de las protaminas del espermatozoide se
asocian con la infertilidad masculina. El aumento de la fragmentaciéon del ADN
espermatico se asocia con protaminacion anormal y da como resultado tasas de
fertilizacidon mas bajas, menor calidad embrionaria y tasas de embarazo reducidas
(Simon et al., 2011).

El ADN del espermatozoide normal es altamente resistente tanto a la
desnaturalizacion fisica como quimica y cuenta con una configuracion en anillo de
forma que puede prevenir dafios en el ADN durante el transporte de los
espermatozoides (Philpott et al., 1992). Las roturas de la cadena de ADN de los
espermatozoides humanos son indicadores de deterioro de la funcién. (Moriniere
et al., 2009).

Fig.25.- Moriniere et al., (2009). Cooperative binding of two
acetylation marks on a histone tail by a single
bromodomain.

S EMBLABS
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7.1. Mecanismos por los que se produce la fragmentacion del ADN

¢Como tiene Ilugar el dafio del ADN en el espermatozoide? El
dafo del ADN en los espermatozoides puede afectar tanto al ADN mitocondrial
como al ADN nuclear y puede ser inducido mediante seis mecanismos
principalmente. EI ADN mitocondrial es el mas vulnerable al ataque de ROS
(Especies reactivas de oxigeno), y un marcador muy sensible al estrés oxidativo
en la linea germinal. Sin embargo, como las mitocondrias paternas son eliminadas
lentamente tras la fecundacion, la integridad de su ADN no tendra muchas

consecuencias para el embrion resultante (Aitken et al., 2011).

Estos mecanismos pueden tener lugar durante la produccidén espermatica o
bien durante el transporte de los espermatozoides (Fig. 25). De estos seis
mecanismos, uno de ellos puede jugar un mayor papel en la causa de la
fragmentacion del ADN espermatico, este es el dafio post testicular que se
produce durante el transporte de los espermatozoides a traves del epididimo. Esto
esta apoyado por algunas publicaciones que demuestran que la fragmentacion del
ADN del espermatozoide es mayor en el epididimo caudal y eyaculado en
comparacién con espermatozoides testiculares (Greco et al., 2005; Ollero et al.,
2001). Esta hipétesis ha sido confirmada en recientes publicaciones (Suganuma
et al., 2005). La pregunta, sin embargo, todavia sigue siendo si los fallos que se
producen durante la espermatogénesis son los responsables de que los
espermatozoides sean mas susceptibles al dafio post- testicular.

7.1.1. Induccion de la apoptosis durante el proceso de

la espermatogeénesis.

Durante el proceso de la espermatogénesis el mecanismo de seleccion de
células germinales esta gobernado por las células de Sertoli responsables de la
induccion de la apoptosis en el 50% -60% de todas las células germinales que
entran en meiosis |. Estas células tienen marcadores apoptéticos del tipo Fas y
deben ser fagocitadas y eliminadas por las células de Sertoli a las que estas
células germinales estan asociadas (Billig et al., 1996; Pentikainen et al., 1999;
Sakkas et al., 1999). Sin embargo, este mecanismo no siempre puede operar de
manera eficiente y un porcentaje variable de estas célulasgerminales defectuosas

entran en el proceso de remodelacion de los espermatozoides durante la
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espermiogénesis, apareciendo mas tarde en el eyaculado. En relacion con el
fracaso de este mecanismo de seleccion, los resultados de un estudio reciente por
Burrello y colaboradores (2004), sugiere que hay disociacién entre la calidad
genomica en la célula germinal y la remodelacion del esperma que tiene lugar
durante el proceso de la espermatogénesis. Es decir, una célula germinal puede
tener su nucleo "alterado"” por apoptosis o ser aneuploide y, aun asi, el
espermatozoide resultante tendra una morfologia normal. Por lo tanto, cuando se
microinyecta en una ICSI un espermatozoide con morfologia normal, no
necesariamente significa que la calidad gendmica también sea normal.
Curiosamente, se ha propuesto recientemente que el mecanismo de la apoptosis
en la espermiogénesis puede estar menos relacionada con la de la muerte celular,
pero ser mas responsable en las etapas finales de la maduracién espermatica (El-
Domyati et al., 2009).

Se ha demostrado que en los hombres con oligozoospermia, la probabilidad
de que un espermatozoide con morfologia normal pueda ser aneuploide es mucho
mayor que cuando el hombre es normozoospérmico (Burrello et al., 2004). Esto
estd probablemente relacionado con la detencion de la maduracion parcial
asociada con alteraciones meiéticas. El hecho de que un porcentaje variable de
espermatozoides en el eyaculado expresan marcadores de apoptosis, por
ejemplo, Fas, fosfatidilserina, Bcl-XL, p53 (Sakkas et al., 2002; Cayli et al.,
2004; Mahfouz et al., 2008; Oehninger et al., 2003), indica que este fendbmeno
podria ser usado para seleccionar espermatozoides no apoptéticos a partir de
muestras de semen (Said et al., 2005). Un método recientemente introducido para
este proposito es el uso de microperlas de Anexina-V-conjugado (kit Microbead
del ANMB; Miltenyl Biotec, Alemania). El principio en que se basan estas columnas
es que dado que los espermatozoides apoptéticos expresan fosfatidilserina en el
exterior de la membrana, dichos espermatozoides tienen afinidad por la anexina-
V por lo que se unen a ella. Cuando se aplica un campo magnético a las columnas,
los espermatozoides unidos a la anexina-V conjugada con las microperlas
magnéticas son retenidos en la columna, mientras que los espermatozoides no

apoptéticos pasaran a través de la columna (Grunewald et al., 2001).
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Fig. 26.- [1] apoptosis durante el proceso de la espermatogénesis; [2] roturas de la cadena de ADN
producidos durante la remodelacién de la cromatina del espermatozoide en el proceso de la espermiogénesis;
[3] fragmentacion del ADN post-testicular inducida principalmente por los radicales de oxigeno, como el 6xido
nitrico y radicales hidroxilo, durante el transporte del espermatozoide a través de los tlbulos seminiferos y del
epididimo; [4] la fragmentacion del ADN inducida por caspasas enddgenas y endonucleasas; [5] dafio del ADN
inducido por la radioterapia y quimioterapia; y [6] el dafio del ADN inducido por sustancias toxicas ambientales.

7.1.2. Rotura del ADN durante el proceso de espermiogénesis.

Las alteraciones en la remodelacién de la cromatina durante el proceso de
espermiogénesis podrian influenciar en la fragmentacion del ADN. McPherson y
Longo (1992, 1993), postularon que la presencia de fracturas en el del ADN en los
espermatozoides del eyaculado puede ser indicativo de una maduracion
incompleta durante la espermiogénesis (McPherson et al., 1993, 1993,1992). Se
postula que el embalaje de la cromatina en raton puede requerir actividad de la
nucleasa endégena para crear y ligar los cortes que facilitan la protaminacion.
Estos cortes se cree que proporcionan un alivio en la tension de torsién para
ayudar a la disposicion de la cromatina durante el remplazo de las histonas por las
protaminas y el mismo procedimiento se cree que ocurre en los seres humanos
(Marcon et al., 2004) (Fig.27).
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Fig. 27.- Remodelamiento de la cromatina durante el intercambio desde histonas a protaminas.
Modificado de Carrell et al., (2007).

Las alteraciones en el control de este proceso pueden dar lugar a la
presencia de anomalias en embalaje de la cromatina o fracturas del ADN no
reparadas. Estas rupturas de ADN se producen antes de la espermiacion y es

probable que sean mas susceptibles al ataque post-testicular.
7.1.3. Fragmentacion del ADN espermatico post-testicular

El estrés oxidativo generado por ROS conlleva a infertilidad por
dosmecanismos: dafio a la membrana espermatica, lo que disminuye la movilidad
del espermatozoide y su capacidad para fusionarse con el ovocito, y el dafio al
ADN espermatico, alterando la contribucion gendémica paterna hacia el embrion.
Por lo tanto, espermatozoides integros funcionalmente, son esenciales para la
fertilizacion tanto “in vivo” como “in vitro”. Las alteraciones en las mitocondrias
estan asociada a un incremento en la produccion de ROS (Schatten et al., 2014).

En ratas se ha demostrado alteraciones en la integridad y el empaquetamiento
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normal del ADN esperméatico en machos viejos, haciéndolo mas susceptible al
dafo oxidativo (Zubkova et al., 2005; Zubkova & Robaire, 2006).

La arquitectura fisica del espermatozoide previene cualquier actividad
nucleasa como resultado del proceso apoptético cuando alguna enzima con
capacidad ADNasa accede al ADN nuclear e induce fragmentacién, es por esta
razén que la mayor parte de la fragmentacion del ADN espermético es producto
del dafo oxidativo antes que de algun evento apoptotico, de aqui se deriva la

importancia de su analisis.

Estudios recientes muestran que los espermatozoides inmaduros,
producen altos niveles de ROS, pudiendo inducir dafio en el ADN de los
espermatozoides maduros. Este dafio se produciria después de la espermiacion
durante la migracion de espermatozoides maduros e inmaduros de los tubulos
seminiferos al epididimo caudal (Ollero et al., 2001). Aunque la vida media de las
ROS es del orden de nanosegundos a microsegundos, dado que hay una alta
concentracion de espermatozoides en el epididimo, facilitaria el dafio del ADN

inducido por las ROS.

Las ROS pueden danar el ADN del espermatozoide directa o
indirectamente a través de la activacion de las caspasas y endonucleasas
espermaticas. En el preparado de la muestra seminal para las técnicas de
reproduccion, dado que hay una centrifugacién de espermatozoides maduros con
inmaduros (que producen altos niveles de ROS) daria como resultado una
induccion de la fragmentacion del ADN en los espermatozoides maduros, ya que,
bajo estas condiciones, los espermatozoides maduros e inmaduros estan en
contacto cercano (Twigg et al., 1998). Asi, el hecho de que los espermatozoides
maduros estén expuestos a sustancias ROS tiene como consecuencia un dafio

en el ADN espermatico significativo. (Aitken et al., 1998; Lopes et al., 1998).

Por otro lado, las células epiteliales del epididimo también podrian jugar un

papel activo en el dafio del ADN inducido por ROS.

[1] A través de ROS tales como el 6xido nitrico o radical hidroxilo (Britan et
al., 2006). Cabe sefialar que la fragmentacién del ADN de esperma inducida por
los radicales hidroxilo y la radiacion ionizante se traduce en la formacién de 8-

OH-guanina y 8-OH-2 'desoxiguanosina (8-OHdG) en una primera etapa y a partir
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de entonces la fragmentacion del ADN monocatenario (Cui et al., 2000). Ademas,
la formacion de radicales hidroxilo puede inducir dafio en la doble cadena del
ADN espermatico a través de la activacion de las caspasas y endonucleasas
espermaticas. Aunque el dafio del ADN del primer tipo puede ser reparado por el
ovocito o el embrién, la fertilizacion de un ovocito por un espermatozoide con
una extensa fragmentacion del ADN de doble cadena es practicamente irreparable

e incompatible con un embrién normal y el desarrollo fetal.

[2] A través de la activacion de las caspasas y endonucleasas espermaticas
por factores fisicoquimicos tales como alta temperatura (Banks et al., 2005) y
factores ambientales (Rubes et al., 2007).

En el primer caso, este dafio tedricamente podria prevenirse con el uso de
antioxidantes, mientras que en el segundo caso este tratamiento no seria eficaz,
apoyado por el estudio de Greco y colaboradores (2005), en el que el uso de
antioxidantes result6 en una reduccion significativa en los niveles de
fragmentacion del ADN espermatico. Sin embargo, se debe tener cuidado al
utilizar la terapia antioxidante. Se ha visto que algunos antioxidantes, como la
vitamina C, pueden aumentar la compactacion de la cromatina mediante la
reduccion de enlaces disulfuro en las protaminas del esperma (Menezo et al.,
2007).

Lo mas probable es que los espermatozoides que tienen mayores niveles
de dafio en el ADN serian aquellos que adquieren los niveles mas bajos de
enlaces disulfuro en su cromatina espermatica durante el proceso de maduracion

de los espermatozoides en el epididimo.

Una caracteristica interesante que esta surgiendo en estudios recientes es
gue, en general, el grado de fragmentacion de ADN de esperma en los
espermatozoides eyaculados es mayor que en espermatozoides testiculares
(Greco et al., 2005; Steele et al., 1999), y en el esperma desde el cuerpo y la
cabeza del epididimo , que es precisamente donde el proceso de los cruces de los
enlaces disulfuro tiene lugar, y que la induccion de la fragmentacion de ADN de
esperma en el epididimo podria estar relacionada con su calidad genémica. Es
decir, ademas del mecanismo de seleccién ejercida por las células de Sertoli

durante el proceso de la espermatogénesis, habria otro mecanismo de seleccion

M? Victoria Aparicio Prieto 105



TESIS DOCTORAL

en el nivel del epididimo dirigida para eliminar los espermatozoides

gendmicamente defectuoso (Suganuma et al., 2005).

El dafio potencial que el esperma puede experimentar durante el paso por
el epididimo puede verse limitada por la eliminacién de ellos antes de ese paso.
Esto tiene mayor relevancia clinica en los casos de altos niveles de fragmentacién
del ADN en el semen y el fracaso de FIV repetida donde uno puede recurrir al uso
de espermatozoides testiculares obtenido por extraccion de espermatozoides
testiculares (TESA o TESE) (preferiblemente TESA, ya que es menos invasiva y
gozaria de una mayor aceptacion por el ginecélogo y el paciente). Esto se apoya
en los resultados reportados por Greco y colaboradores (2005), donde la
microinyeccion se realiza con espermatozoides testiculares en pacientes que
previamente han tenido fallos con sus espermatozoides de eyaculado, con niveles
de fragmentacion del ADN en semen> 15%, por el método TdT-dUTP nick
(TUNEL), resultando un porcentaje de embarazo clinico del 44,4%, y una tasa de
implantacion del 20,7% en comparacion con un 0% con espermatozoides del

eyaculado (un aborto).

La presencia de leucocitos en el eyaculado, también pueden contribuir a la
produccion de ROS (Ollero et al., 2001). Los leucocitos pueden generar hasta 100
veces mas ROS que los espermatozoides. Los leucocitos utilizan los ROS como
mecanismo de defensa contra agentes infecciosos, sin embargo, su presencia en
el semen también puede ser resultado de factores ambientales, de largos periodos
de abstinencia y de la presencia de varicocele (Agarwal et al., 2009). Los
espermatozoides tienen poca capacidad antioxidante, debido a que han perdido
gran parte del citoplasma y tienen pocas enzimas antioxidantes. Ademas, el
escaso citoplasma que tienen se localiza mayoritariamente en la pieza media y no
puede proteger la membrana plasmatica de la cabeza y cola espermatica. Asi
pues, la Unica proteccion real de los espermatozoides frente a los ROS proviene
de los antioxidantes extracelulares que se encuentran en las secreciones del tracto

genital masculino.

M? Victoria Aparicio Prieto 106



TESIS DOCTORAL

.}Luucu-:lt“ - l
r»Espermatozoides >Tabaco
FAlcohol
inmacduros #Radiaciones
=Células de Sertoli »Toxi
~Varicocele SR

Fig. 28.- Fuentes comunes de ROS

Alteracionde
parameatros Feroxidacisn de Modificazinde bl
semina es lipidos prot2inas -

..-"".r

i

Infartilidad

Fig 29.- Efectos deletéreos de los ROS

Mecanismos de accidon de las ROS

Los radicales libre actian sobre los espermatozoides provocando dafio en
la integridad del ADN mitocondrial y nuclear, asi como la peroxidacion de las

membranas mitocondriales y plasmatica.

El ADN mitocondrial es el mas vulnerable al ataque de ROS y un marcador
muy sensible al estrés oxidativo en la linea germinal. Como las mitocondrias
paternas son eliminadas lentamente tras la fecundacion, la integridad de su ADN

no tendra muchas consecuencias para el futuro embrion (Aitken et al., 2011).
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La importancia del estrés oxidativo en el espermatozoide recae en el efecto
gue pueden tener los radicales libres a nivel nuclear, ya que pueden generar
roturas a nivel de cadena simple o doble en el ADN asi como la modificacion
(oxidacién o alquilacién) y la delecibn de bases. De hecho, algunos autores
postulan que la fragmentacion en el ADN que observariamos seria un efecto
directo del estrés oxidativo. En cuanto se produjera la oxidacion de alguna base, la
enzima OGG1 8 (Oxoguanina Glycosylasa 1) escindiria dicha base. La siguiente
proteina APE 1 (Apurinic/Apyrimidic Endonucleasa 1) de la cascada de BER (Base
Escision Repair) deberia dejar el final extremo 3’-OH que ha sido creado por OGG
1 listo para la insercion de la nueva base, sin embargo, la APE 1 no existe en el
espermatozoide. En consecuencia, la completa reparacion de la base escindida
s6lo podra suceder por parte del ovocito en caso de que se produzca la
fecundacion (Aitken et al., 2014).

La peroxidacién de la membrana plasmatica, altera tanto la estructura como
la funcion de sus lipidos y proteinas. Se sabe que los ROS hidroxilo e hidroperoxilo
pueden reaccionar con los PUFA (PolyUnsaturated Fatty Acids) de los fosfolipidos
y de otros componentes lipidicos de las membranas (Alvarez and Storey, 1995;
Lamirande et al., 1995). Estos cambios dan lugar a una pérdida de la motilidad y
afectan a eventos como la reaccidén acrosémica y la fusion del espermatozoide
con el ovocito. En el caso de la peroxidacion de la membrana mitocondrial se
generarian aldehidos lipidicos como el 4HNE (4- Hydroxynonenal), que al unirse
a proteinas de las cadenas de transporte de electrones de las mitocondrias
estimularian la generacion de ROS (Aitken et al., 2014).

7.1.4. Activacion de Caspasas y Endonucleasas.

La activacion de las caspasas y endonucleasas espermaticas por los
radicales de oxigeno y otros factores fisicoquimicos también pueden inducir la
fragmentacion del ADN de los espermatozoides. Estudios previos indican que la
exposicion de los espermatozoides de raton a 40 °C dan como resultado un
aumento significativo en la fragmentacion de ADN del esperma (Sailer et al., 1997)
Recientemente, Banks y colaboradores (2005), han demostrado la induccién de la
fragmentacion de ADN exponiendo a 42°C testiculo de raton. Debido a que el
aumento de la fragmentacion del ADN esperméatico observado en estos ratones
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se produjo dentro de 1 hora después de la exposicion al calor los investigadores
concluyeron que los dafios observados deben haber ocurrido en el epididimo y
podria haber sido causada ya sea por ROS o la activacién de las caspasas y
endonucleasas espermaticas. Teniendo en cuenta que los nucleos de
espermatozoides de raton estdn empaquetados mas homogéneamente la
probabilidad de que el esperma humano seria susceptible al calor es mucho
mayor, debido a los niveles mas bajos de protaminas en los ndcleos y mas

heterogeneidad en el empaquetamiento nuclear (Bianchial et., 1993).

Revnode brmentd Qb sdrie da 3 (iormsing

Fig.30.- Hipotesis de dafio sobre el ADN Paol
de la linea germinal masculina. Prebamiaaign defiienle

Modificado de Aitken et al., (2009).
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Las enzimas antioxidantes son una forma importante de defensa celular

contra el dafio causado por especies reactivas de oxigeno, se ha encontrado una
relacion inversa entre la actividad de la enzima superoxido dismutasa en el plasma
seminal y la fragmentacion del ADN del espermatozoide, una alta actividad de la
enzima superoxido dismutasa relacionada con un bajo porcentaje de ADN
fragmentado (Bojar et al., 2013).
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7.1.5. Dafio del ADN inducido por la radioterapia y quimioterapia.

La exposicion a la quimioterapia y la radioterapia también pueden inducir la
fragmentacion del ADN de los espermatozoides. En general se cree que los
tratamientos del cancer afectan negativamente a la fertilidad masculina y que la
reduccion de la produccién de esperma surge de los efectos citotdxicos de la
guimioterapia o la radioterapia sobre el epitelio espermatogénico (Morris, 2002).

Aunque el examen especifico de ADN del esperma ha sido limitado en
pacientes con cancer, un estudio reciente de O'Flaherty y colaboradores (2008),
han encontrado que la integridad y la compactacion del ADN de esperma se ve
afectada en pacientes con cancer testicular y linfoma de Hodgkin antes de la

guimioterapia.
7.1.6. Dafo del ADN inducido por sustancias toxicas ambientales.

Diversas publicaciones demuestran que la influencia de determinados

factores ambientales podrian dar lugar al inicio del estrés oxidativo.

Un incremento del estrés oxidativo se ha relacionado con actividades
laborales en incineradoras (Oh Mahfouz et al., 2005); el contacto con insecticidas
(Bian et al., 2004), exposicién a estireno (Migliore et al., 2002), exposicion a altas
temperaturas (Banks et al., 2005), tratamientos con agentes quimioterapicos para
curar pacientes cancerosos (Hales et al.,, 2005), exposicion a radiaciones
electromagnéticas (Aitken et al., 2005) y abuso del tabaco (Fraga et al., 1996;
Zenzes et al., 2000).

Asi pues, el estrés oxidativo se puede iniciar por gran variedad de factores

con graves consecuencias en el ADN si no se repara correctamente.
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OBJETIVOS

En el afio 2002, Fernandez y colaboradores publicaron el primer trabajo
experimental en el que se describian los niveles de actividad aminopeptidasica en
diversas fracciones de semen humano normozoospérmico. Los altos valores de
actividad observados en las diferentes fracciones espermaticas estudiadas,
sugirieron que tanto las peptidasas como sus sustratos naturales podrian estar
implicados en la fisiologia seminal, a través de la regulacion de péptidos

fisiol6gicamente activos tanto en testiculos como en el propio espermatozoide.

Posteriormente, se fueron publicando varios trabajos en los que se
describieron por un lado la regulacion de la motilidad esperméatica mediada por
diversas peptidasas implicadas en la regulacion del metabolismo opioide (APN y
NEP) mediante un mecanismo que implicaba a dicho sistema (Irazusta et al.,
2004), y por otro el propio papel de dicho sistema (opioides-peptidasas) y de sus
receptores a través de un posible efecto directo sobre los espermatozoides
(Agirregoitia et al., 2006), si bien el papel de los receptores opioides mu, delta y
kappa en la regulacion de la espermatogénesis del raton ha sido demostrado mas
recientemente (Estomba et al.,, 2016), pareciendo estos receptores estar
implicados en la regulacion de la meiosis masculina modificando la expresion
génica de las proteinas del complejo sinaptonémico. También se ha descrito que
las peptidasas degradadoras de encefalinas, presentes en el liquido seminal,
tienen un papel clave en la movilidad espermatica (Subiran et al., 2011). En el afio
2016 (Marta Gianzo) describié por vez primera receptores del sistema renina
angiotensina a nivel espermatico, correlaciondndolos también con la fertilidad

masculina.

También recientemente, Ramoén en el 2011 (Tesis Doctoral) describi6 los
niveles de actividad aminopeptidasica en muestras seminales de pacientes
astenozoospérmicos, demostrando que su capacidad fertilizante en relacién con
el metabolismo peptidico se mantenia al menos durante las tres primeras horas

postcapacitacion.

En base a estos resultados previos, los objetivos de la presente Tesis
Doctoral se pueden desglosar en los siguientes apartados (en todos los casos,

serian resultados presentados por vez primera en este tipo de muestra seminal):
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1) Describir y comparar distintos niveles de actividad proteolitica general en

espermatozoide humano normal y con problemas de fragmentacién espermatica.

2) Describir y comparar el metabolismo opioidérgico general en
espermatozoide humano normo y fragmentado. Se describirian los niveles

comparativos de peptidasas y receptores.

3) Describir y comparar el metabolismo del sistema renina angiotensina en
espermatozoide humano normo y fragmentado. Se describirian los niveles

comparativos de peptidasas y receptores.

4) Demostrar si algunos de los resultados encontrados podrian servir como

marcador de niveles de fragmentacion en espermatozoide humano.
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MATERIAL Y METODOS

1. Consentimientos y autorizaciones

Dadas las implicaciones éticas y relativas a los derechos de los pacientes
de la presente investigacion clinica, este proyecto ha sido presentado para su
valoracion al “Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC)” del Servicio Vasco de
Salud / Osakidetza.

Las muestras utilizadas en esta investigacion provinieron del Biobanco, que
correspondian a pacientes que fueron seleccionados y diagnosticados (criterios
OMS 2010) en los Laboratorio de Reproduccion Asistida del Hospital de Cruces
(Bizkaia). En este Centro también se realiz6 el seguimiento de la capacidad

fertilizadora de las muestras.

Asi mismo, todas las muestras se obtuvieron de pacientes voluntarios, a los
gue se presentd un formulario de consentimiento informado asi como una hoja
informativa sobre el estudio que iba a llevarse a cabo. Estos modelos los

presentamos a continuacion.

1. Comite ética Universidad

2. Comite ética Cruces

3. Carta Dra. Ramon

4. Consentimiento Dr. Matorras
5. Biobanco

6. Hoja informativa

7. Autorizacion
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GIZAKIEHIN ETA HAUEM LAGIN ETA DATUEKIN EGINDAMD INERKETETARAND UPWEHUHD ETIHA
BATZIORDEAREN THOSTENA

M* esis Marcos Mufoz andreak, Universidad del Pais VascofEuskal Herrido Uniberisitaleko (UPWE L) GIEBeko
sdazkan gisa.

HAW ZIVRTATIEN DU

Gizakiekin egindako |kerketarako Etika Batzorde honek [GIER] 2008ke eksinaren 3ko EMAAN ezarritoko
baldintzak hetetzen ditu, eta ikertzaile honen proposamena aztertu du: Luls Casis Sdena, GIFB/272/2014/CA%S
SAENT, tkerkota proloktu hau egiteko: “Fragmentocidn del ADN espermdtico y su relocidn con el metobolsmos
peotidico”.

Kontuan hartu dira honako alderdi havek:

Ikerketa behar berala justifikatula dago helbure eta xedeel dagokienez; osasunarl eta Jakintzan onura
wearriko diete, eta, berar, subjeltuentzat aurreikus daiterkeen amisku €13 eragoepenak |ustilfikatuta daude
espero diren emaitzak lortzeko,

Ikerketak hipotesi argl bat proposateen du, onartulaks printzipio eta metodo zentifikoetan omarritua, datu
fidagarri eta baliagarriak ekarriko dituzien tekmika estatstivo egokiak barne haruta.

ikerizalle taldearen gaitasuna efa erabllgarri dituzien baliabldeak apropossk dira prokekiue gauratreko.

Ikerketak beharrerko baldintzak betetzen ditu Osasun Berrikuntzarako e1a lkerketarako Euskal Fundazinaren
{OEHUN tkerketarake Euskal Biobankuko arduradun pisa] eta Universidad del Pals VaseofEuskal Herriko
Unibertsitatearen artean bittarmen esperifiko bat egiteko,

GIEBak, osaerar roin Lan Protedura Arautuan dagokienez, UPV/EHUren 2014ko otsallaren 17ko Ebarpena eta
Jardunbide Egokien Arauak betelzen ditu.

GIEGak, 2014ko urtailaren 8an, ALDEKO TXOSTENA egin ruen {55/2014 aktan jasoa), Euskadiko Ikorketa
Klinikoke Batporde Etikoak (CEIC-E) ogin behar duen “Laginak lagatzearen aldeko txostenarekin®
baldintzatuta.

Luis Casls Saenz

Oiga Rasmin Martiner

Jom irarusta Astiazarin

W Bargiontha Sing EChevantia
Iimarg Perer Urzelai

Hau sinatzen dut, Leioan, 2018k uztailiren T5ean A
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INFORME DEL COMITE DE ETICA PARA LAS INVESTIGACIONES CON SERES HUMANDS, SUS MUESTRAS ¥ SUS
DATOS [CEISH) DE LA UPW/EHU

M* Jesiis Marcos Mufior como Secretaria del CEISH ce la Universidad del Pas Vasco/Suskal Harmiho Unibertsititea
[UPV/ERU

CERTIFICA

Que este Comité de Etica para la Investigacidn con Seres Humanos (CEISH), gque redne los reguisitos
sutablecidos en el BOPY de 17 de febrero de 2014°, ha evaluado la propuesta del Investigador: D. Luis Casis
Sdenz, CEISH/272/2014/CASIS SAENZ, para la realizacidn del proyecto de investigacidn: “Fragmentocidn del
ADN espermitico v su relocidn con @l metabolismaos peplidica™.

Consideranda que,

La Investigacion presenta una justificacion adecuada en cuanto a sus ohbjetives v fines, que proporcionaran un
beneficio para Ia salud y el conocimiento; y por tanto, los riesgos y molestias previsibles para los sujetos estin
justificados para conseguir los resultados esperados.

La investigacicn propone una hipotesis clara, basada en principios v métados clentificos aceptades, incluyends
técnicas estadisticas adecuadas, que producirdn datos fiables y vilidos.

La capacidad del equipo investigador y los recursos disponibles en la UPV/EHU son los adecuados para realizar
ol prevecto.

La investigacion cumple los requisitos necesarios para € establecimiento dé un Convenio Especifico entre la
Fundacidn Vasca de Innovacidn e Investigacién Sanitarias (como responsable del Biobanco Vasco para la

Investigacidn (QEHUN]) y la Universidad del Pais Vasco Euskal Herriko Unibertsitatea.

El CEISH, tanto en su composicion, coma en su Procedimiento Normalizado de Trabajo, cumple con la
Resolucidn de ta UPV/EHU de 17 de febrero de 2014 y con las Normas de Buenas Practicas.

Ha emitido INFORME FAVORABLE on |a sesion del CEISH colcbrada ol 8 de julio de 2014 (recogido on su acta
£5/2014), condicionada al informe Fovorable o lo Cesidn de Muestros que ha de emitic el Comité Etico de
investigacion Clinica de Euskadi (CEIC-E),

& Lubs Casis 54eng

«  Olga Ramdn Martinez “hER
«  jonlramusta Astiazaran =i
« M Begona Sanz Echevarria

+  Mxaro Pérer Urrelai 2
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Osakidetza Gurutzetako Unibertsitate Ospitalea
Hespital Universitario Cruces

Hospilsl de Cricos

Tasddeanar Ba &0 000
Barpkaoe - ok

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

ASISTENTES ACTA 1124

" ) En Cruces-Burakaldo, e din 25 de
LCRESIDENTE jen funcignes} Moviembre de 2014, a laz 15 horas 30 minutos
8. L VillqidorCvtege s rednen 1os micmbros de) Comité senalados al

margen. Excusan su asistencia 0. Francisco
gﬂ-‘?ﬁ;ﬁ% T Javier Gonzilez Mielgo, D, Alberto Alonso
< :‘ - i . . Ruiz, D. José Ignacio Pijodn Zubizarreta, DF.
b FITIEIR0 SRYING SRt Dam Rita Sainz de Rozas Aparicio y D* Marla

I*. Marta Alvarez Rincon
. Manuel Zaballa Iiguez
. Mikel Latorre Guisazols

Extremiana Egula. Se trataron los siguientes
tomas;

SECRETARIA
[, Amaya Martinez Galarza

g E MW UMENTA RECIH

2} Carta del Dr. Luis Casis Sacnz/UPV/EHU investigador prineipal del estudio
“Fragmentacidn del ADN espermfbtico ¥ su relacién con el metabolismo peptidico™
(Dra. Ramin Martinez) (S° URH/Ginecologla) (cddige CEIC E14/42) en la que da
respuesia a las consideraciones del Comilé sepin Acta 8/14 y adjunta Protocolo versidn
2 de fecha 21 de Moviembre de 2014, Hojs de Informacion ol paciente y
Consentimiento Informado versidn de fecha 25 de Noviembre de 2014, Una vez
revismda Ia documentacion, este CEIC decide dar su APROBACION ETICA al
estudio sunque queda o la espera de recibir respuesta a ls siguicnte consideracién;

=  Fala de recibirse, por parte de la investipadora clinica del estudio, la justificacién
sobre la pertinencia del uso de las muesiras biclégicas de manera codificada

Asimismo, se recucrda 8 los investigadores que deben informar al CEIC del desarollo
¢ incidencias del estudio durante su realizaciin, asi como de Ia finalizacién del mismao,
con la presentacidn del Informe Final, Se informa a los investipadores,

Sin mais temas por tralar, s da por finalizada la reunidn a las 16 horas 45 minutos del dis scfialado al

principio. f
\ ( Osakidetza
J - e

— NCRETA GURUTZETAKD UNIDERTSITATE OSPIIALER
KOS TAL LN RSITARID CRUCES
ILRNLN A 1IN0 PR A0 BATZOROE ETIM04
COW LTI R i sl AS e 1 (el

A 44570 - COD AN 104
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Furdien, 16y P ce |GVl
# [Epeetigar i dn San Ldb bay

Dra. Olga Ramén del Hospital Universitario Cruces
Hace constar:

Que conoce y acepta la participacidn en el proyecto de investigacion
“Fragmentacidn del ADN espermatico ¥ su relacion con el metabolismo
peptidico” cuyo investigador principal es el Dr. Luis Casis de la UPV/EHLU.

Que se compromete a que cada sujeto sea tratade y controlade

siguiendo lo establecide en el protocolo autorizado por el Comité ético de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Cruces.

Que respetard las normas éticas aplicable a este tipo de estudio

En Cruces, a 03 de septiembre de 2014

Firmado:

.'.,."
i

Dra. Olga Ramon
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GURUTZETAXO UNZERTSITATE OSPITALEA
Osakidetza HIESTAL LN EASITARIO CRUCES

Cruces 15 de oclubre de 2014

Tengo conocimiento de la reafizacidn del estudio
‘Fragmentacién del ADN espermatico y su relacién con el
metabolismo peptidico” en la URH (Unidad de Reproduccién
Humana) del Hospital Universitario de Cruces- Barakaldo en
colaboraciéon con el Dpto. de Fisiclogia de la EHU (Universidad cel
Pais Vasco) sobre las muestras seminales scbranies en los
procesamientos de muestras de IAC. Dicho trabajo no interfiere con
ninguno de los estudios que se eslan realizando actuaiments.

Dr. D. Roberto Matomras Weining

m I e AL
Plara de Cruces, 3 - 48303 BARAKALDO [Birkaa)
Tl B4 600 £000 ="

-

Scanned by Cam$Scanner
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CONSENTIMIENTO PARA LA DONACION DE MUESTRAS AL

BIOBANCO VASCO PARA LA INVESTIGACION DE BIOEF

Responsable clinico: Dr.

Yo Afirmo  haber obtenido  informacién
adecuada sobre 1a posibilidad de transferir y almacenar la muestra biologica junto con la
informacibn clinica relacionada al Biobanco Vasco para la Investigacion de la
Fundacion BIOEF. Ademis, he obtenido informacion adecunda sobre la finalidad del
proceso y conservacion, asi como sobre In seguridad y garantia de cumplimiento de la

legalidad vigente y de ln posibilidad de ceder a terceros las muestras para futuros
proyectos de investigacidn que cumplan con las exigencias éticas y legales aplicables.
Se me ha informado de que el centro sanitario Hospital de Cruces! Barscaldo
puede transferir mis muestras y los datos de salud relevantes (excepto los que me
identifiquen) de las enfermedades de Fertilidad al Biobanco Vasco para la
Investigacion.
Yo SI quiero donar la muestra
Yo NO quigro donar ka nuestra o
Se me ko informade que puedo donar mi muestra y los datos clinicos sobre mi
salud asociados de forma:
Que mi muesira S| pueda ser relacionada con mis datos identificatives o
Que mi muesira NO pueda ser relacionada con mis datos identificativos o
Se me ha advertido sobre In posibilidad de recibir informacion derivada de futuros
endlisis genéticos que pudicran reallizarse sobre mi muestra bipldgica (solo si la
muestra S1 puede ser relacionada con mis datos de identificacion personal).
Yo Sl solicito informacion o

Yo NO solicito mformacion o

- Firma del paciente .......ccoovvnnnneinnnns
Peohs. ..o cnniiiaianigais Firma representante legal/familiar............
Nombre representante legal .............
Grado de parentestn ....iinianen
Nombre del clinico responsable ........c.cccoe. Feeha .....ccoc.c.
IO ciinreiniicicinsa
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HOJA INFORMATIVA

Se le invila a paricipar en un estudio de Investigacidn titulado
“Fragmenfaciin del ADN espermédfico vy su relacidn con proleinas de
membrana”, bajo la direccion de M* Vicloria Aparicio, bidloga de la Unidad de
Reproduccion Asistida del Hospital Universitario de Cruces, la Dra. Qlga
Ramédn, médico adjunto a la Unidad de Reproducciin asistida del Hospital
Universitario de Cruces y el Dr. Luis Casls, Caledralico de Fisiclogia de la
Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad del Pals Vasco/EHU.

El propdsito de la presente hoja informaliva es explicarle en que consiste
este esludio para que Vd. decida o no paricipar en él. El médico le explicara
cualquier cosa que no haya quedado clara y respondera a las pregunias gue
Vd. desee formularle, Si quiere lener mas informacion o quiere matizar o
profundizar en algun punto, pregunte sin ningdn reparo.

Informacion general:

La estructura de la membrana de los espermalozoides juega un papel
crucial en la ferilizacion exitosa, va gue tanto la reaccién acrosdmica coma la
fusidn espermatozoide-cocilo son eventos asociados a la membrana. En este
esiudio delerminaremos la posible pérdida de capacidad fertilizanle de los
espermalozoides, relacionando fas proleinas de membrana con el indice de
fragmentacidon del ADN espermalico, delerminando cémo afectan estos
parametros en la lasa de éxito en reproduccion.

La fragmentacion del DNA espermatico, tal y como indica su nombra, se
refiere a roturas o f[esiones en ef malerial genético del espermatozoide.
Aproximadamenla la mitad de los casos de inferlilidad en los que se ven
afecladas las parejas son de origen masculino. El andlisis del semen en el gue
se miden volumen, concentracion, movilidad y normalidad morfoldgica de los
espermalozoides, v que conlinla siendo la prueba clinica mas importante para
predecir infertilidad, no revela defeclos en e! espermatozolde que afeclen la
integridad del genoma masculino. Los pacientes puedan tenar espermiogramas
normales y seguir siendo infériles, pues el origen de la infertilidad puede ser
por la presencia de un ADN del espermatozoide andmalo, factor que no se
mide de forma sistemalica. La inlegridad del ADN en el espermatozoide se
puede considerar como un parametro independiente e indicativo de su calidad.

En este senlido, se ha observado que espermalozoides con el DMNA
fragmentado pueden fecundar un ovocilo, pero el desarrollo del fuluro embridn
puede verse comprometido,

Este daho del ADN de los espermalozoides puede ser la explicacion de
un elevado porcentaje de los casos de inferlilidad idiopaticos. Estudios
realizados indican gue los espermalozoides con ADN defectucso pueden tener
una morfologia, molilidad y capacidad de fecundacién nommales, pero no dar
embarazos viables. La valoracién de la integridad del ADN se tratarla de un
nuevo parameiro de ferilidad, independiente de los demas, a afiadir a las
pruebas que constituyen el espermicgrama habitual (0.M.S.,2010).
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En algunos casos el ovocilo puede reparar el dafio del DNA del
esparmatozoide que lo ha fecundado, Eslo va a depender de varios factores:

-El tipo de lesién del DNA.

-El porcentaje de DMA del espermatozoide afectado.

-La calidad del ovocilo, ya gue de ello va a depender si se puede reparar
o no el dafio de DNA en el espermatozoide. Eslo va a depender sobre lodo de
la calidad ciloplasmalica y gendmica del ovocito y del grado de dafio en las
cadenas de ADN del espermatozoide que haya fecundado al ovocito, este
parametro estd generalmente ligado
a la edad de la paciente, y dado que la capacidad del ovocito de reparar este
ipo de dafio disminuye con la edad v que, al mismo tiempo, &l nivel de
fragmentacion de ADN en los espermalozoides aumenta, ello podria explicar, al
mencs en parle, la disminucidn significaliva en la lasa de embarazo que se
ohserva en parejas de edad avanzada. Podria explicar el paro en el desarrollo
embrionario que se produce tras la implantacién de embriones con un cariotipo
normal. Los niveles de fragmentacion del DMA pueden diferir de una muestra a
ofra oblenida una o varias semanas después.

Procedimientos:

Si Vd. presla su consentimiento, los espermalozoides sobrantes de la
muestra de semen serdn objelo de una serie de andlisis suplemeniarios
(estudio de los niveles enzimalicos, fanto en plasma seminal como en
espermatozoide, v porcentaje de fragmentacion del ADN espermatico).

Los espermatozoides que seran chjefo del analisis especifico, de no ser
utilizados por esle proyecto de investigacidn, seran automaticamente
desechados. Su emplee por lo tanto, en ningun caso supong una
disminucién en las posibilidades de éxito de |a fertilizacién, y podrian tener
en el fuluro importantes aplicaciones clinicas.

Las mencionadas muesiras seminales en ningldn caso serdn objelo de
otros andlisis/destinos diferentes del mencionado.

Confidencialidad:

Se garantiza la absolula confidencialidad tanlo de su historial clinico
como de cualquier otro documento médico. El anonimato méas absoluto sera
mantenido cuando se publiquen los resultados del estudio. El manejo y analisis
de los dalos se realizara leniendo en cuenta en todo momento la Ley orgénica
de Proteccidn de Dalos de Caracter Personal, evilando incluso tener gue
emplear sus iniciales yo nimero de identificacion en el estudio,

Participacion voluntaria:

La padicipacién en este estudio es totalmenta voluntaria. Vid. puede
negarse a parlicipar en el estudio o retirarse del mismo en cualguier momento
sin gue eflo suponga perjuicio alguno y sin afeclar al Iratamiento médico gue
Vd. reciba en el futuro,
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“ESTUDIO DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO Y 3SU
RELACION CON PROTEINAS DE MEMBRANA"

{nombre y apeliidos del parlicipanta)

*He leido la hoja informativa que se me ha enfregado
*He recibido suficiente informacion sobre el estudio
*He podido hacer preguntas sobre el estudio

Ha sido informado por la bidloga M. Victoria Aparicio.

Comprendo gue mi parlicipacion es voluntaria y preslo libremente mi
conformidad para participar en el estudio.

FBONB. oo Ferha.....ccooimivnminis
Firma del paciente Firma del bidlogo
CONFIDENCIAL
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2. Aspectos clinicos
2.1. Inclusion

Las muestras utilizadas en esta investigacion provinieron del Biobanco, que
correspondian a pacientes que fueron seleccionados y diagnosticados (criterios
OMS 2010) en los Laboratorio de Reproduccion Asistida del Hospital de Cruces
(Bizkaia). En este Centro también se realiz6 el seguimiento de la capacidad

fertilizadora de las muestras.

Asi mismo, todas las muestras se obtuvieron de pacientes voluntarios que
acudian a la Unidad de Reproduccién Asistida del Hospital de Cruces para realizar
la primera inseminacion intrauterina, a los que se presenté un formulario de
consentimiento informado, asi como una hoja informativa sobre el estudio que iba

a llevarse a cabo. Estos modelos estan presentados en el apartado anterior.
2.2. Estimulacién ovérica

Todas las pacientes fueron estimuladas segun nuestro protocolo habitual.
Iniciamos la estimulacion de ovulacion con 100-150 Ul/dia de FSH recombinante
(Gonal F®, Laboratorios Merck-Serono, Espafa), desde el 2° dia del ciclo
menstrual, ajustando la dosis segun la respuesta folicular evaluada mediante
foliculometria transvaginal y estradiol plasmatico. Administrando 0.25 mg./dia de
cetrorelix (Cetrotide® Laboratorios Merck-Serono, Espafia) con diametros
foliculares de 16 mm., manteniéndolo hasta el dia de la administracion de la rec-
HCG, suplementando la estimulacion FSH con LH recombinante (Luveris®,
Laboratorios Merck-Serono, Espafa) 75 Ul/dia desde el inicio del cetrorelix

(acetato), hasta el dia de la rec-HCG.

Administramos 250 pg. de rec-HCG (Ovitrelle, Laboratorios Merck-Serono,
Espafia) cuando observamos al menos 3 foliculos = de 18 mm., con un nivel de
estradiol > de 600 pg./ml. Suspendemos el ciclo en presencia de < 3 0 > 5 foliculos.
Realizamos una Unica inseminacion por ciclo a las 37-39 horas post HCG
efectuando 6 ciclos de inseminacion por paciente, si N0 se consigue previamente

el embarazo.
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2.3. Recogida de las muestras

Las muestras de semen fueron recogidas, excepto en casos especiales, por
masturbacion, tras un periodo de abstinencia sexual no inferior a 2 dias, ni superior
a 7, en un frasco estéril, teniendo un especial cuidado en que no se derrame parte

de la misma.

Las muestras fueron obtenidas en el domicilio o en la Unidad de
Reproduccion cuando la distancia geografica sea excesiva y condicione un
intervalo de tiempo superior a una hora desde la obtencion hasta la entrega. Antes
del procesamiento la muestra se mantiene entre 20°C y 37°C hasta su total
licuefaccion y no debe pasar mas de media hora desde su obtencion hasta su

procesamiento.
2.4. Preparacion de las muestras seminales para uso clinico

Las muestras seminales son, en su caso, procesadas mediante la
capacitacion espermatica. Esta técnica consiste en seleccionar los
espermatozoides con mejor motilidad, a la vez que eliminamos el plasma seminal
y los detritus. ElI nimero total de muestras fue de 17 para la determinacion de

actividades enzimaticas, y de nueve para citometria de flujo e inmunocitoquimica.
2.4.1. Evaluacion de la muestra

La evaluacion de la muestra se realiza, colocando una gota de 10 pl. de la
misma bien homogeneizada y licuada en una camara Makler calentada a 37°C.
Valoraremos la concentracion, los diferentes grados de motilidad y la morfologia
en un microscopio de contraste de fases con placa calefactada.

Fig. 31.- Céamara Makler
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2.4.2. Preparacion de la muestra

Como técnica de capacitacion espermatica se ha empleado los gradientes
de densidad, siendo esta la técnica que empleamos habitualmente en nuestro
programa de Inseminaciones Intrauterinas. Nos permite una mejor recuperacion
de espermatozoides moviles, sobre todo en las muestras con baja concentracion

espermatica o de movilidad.

El medio que empleamos para la preparacion de los gradientes es Supra
Sperm 100% (MediCult), y los gradientes de densidad fueron 90% y 45%.

Una vez licuada la muestra seminal depositamos 1cc de medio de gradiente
al 90% en un tubo estéril, de fondo cénico y tapdn de rosca. A continuacion, y
resbalando por las paredes del tubo, afiadimos 1 cc de medio de gradiente al 45%,
teniendo especial cuidado en que no se mezclen los diferentes gradientes, y se
rompa la interfase entre ellos. Y, por ultimo, depositamos el semen, haciéndolo
deslizar suavemente por la pared del tubo. Centrifugamos a 300 g durante 20
minutos y a continuacion recogemos el sedimento (que se encuentra en el
gradiente de mayor densidad) y lo pasamos a otro tubo con 5 ml. de medio de
cultivo (IVF MediCult Dinamarca) y centrifugamos a 300 g durante 10 minutos.
Eliminamos el sobrenadante, y resuspendemos el pellet en un volumen de 0,4 ml.

de medio de cultivo, siendo este el empleado para la inseminacion de la paciente.

Gradientes dnni!dldl | Past centrifugacion |

Plasma seminal

[Semen |

E‘\.-[.hs'l"‘ll-j-l‘l.t‘l:-i!i";‘a My s,
celulrs epiteliales, lsucoatos
v baderas

Gradiente densidad| 45%

Espermatomides
Inrmadurcs u otras

células
Crpammatozoidas
mivies

Expremirnaluzwides
v es
selefcionados

firadianta danadad] 90%

|
y

Fig.32.-Gradientes de densidad
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Los volumenes que utilizamos, tanto de los gradientes, como del semen,
dependeran de la concentracion y motilidad de la muestra de semen. Pueden
variar desde 0,5 hasta 1,5ml. Evaluamos la muestra recuperada, y la mantenemos
a 37°C en el incubador de COz, hasta el momento de la inseminacion.

Todas las muestras procesadas fueron observadas visualmente mediante
un microscopio de contraste de fase para verificar la ausencia de otros tipos

celulares.

Fig. 33.-Imagen de contraste de fase de la pureza de la poblacién espermatica tras centrifugacion en
gradiente de densidad.

2.4.3. Analisis de la movilidad espermatica

La medicion de la movilidad espermatica se realiz6 mediante un analisis
computerizado de la movilidad seminal utilizando el software del SCA® (Sperm
Class Analyzer, V5.1), configurado con los parametros de la tabla 4 y asociado a
un microscopio de contraste de fase. La concentracion y la movilidad espermética
se determinaron afiadiendo alicuotas de 5 ul de las diferentes muestras en una
camara de recuento tipo Makler, precalentada a 37 °C, especifica de
espermatozoides. Se contaron un minimo de 200 espermatozoides por cada gota

analizada.
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Tabla 4.- Configuracion de los valores de analisis usados en el sistema CASA

Area de particula analizada 2-60 um

LVV Velocidad minima y maxima para que un espermatozoide 10>15 um/s
sea considerado lento. Espermatozoides con valores inferiores
al LVV minimo serdn considerados inmdviles
MVV Velocidad minima y maxima para que un espermatozoide 15>35 um/s
sea considerado medio. Espermatozoides con velocidades
superiores al MVV maximo seran considerados rapidos
Minimo SRT Valor de STR a partir del cual un espermatozoide es 80%
considerado progresivo

Analisis computarizado de la movilidad seminal.

Imagen del microscopio de contraste de fase de la movilidad espermética
medido a través del software Sperm Class Analyzer 2005®. Espermatozoides
movilidad PR: trayectoria roja y trayectoria verde, espermatozoide movilidad NP:
trayectoria azul, y espermatozoides IM: amarillos (Fig.34) (Tabla 5).

Fig. 34.- Andlisis computarizado de la movilidad espermética.
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Tabla 5.- Clasificacion de los espermatozoides segun los parametros de

la OMS 2010.

En el manual de la OMS del 2010 se recomienda un sistema simple de

clasificacion de la motilidad que distingue a los espermatozoides con motilidad
progresiva o no progresiva, segun la siguiente clasificacion:

>

Movilidad progresiva (PR). Espermatozoides con movimiento activo ya

sea linealmente o gran circulo, independientemente de la velocidad.

Movilidad no progresiva (NP). Todos los otros patrones de motilidad W=
¥

espermatica con ausencia de progresion (ligero movimiento de la cabeza
o latido flagelar), o por ejemplo nadar en circulos pequefios.

Inmoviles (IM): Ausencia de motilidad

La valoracién de la movilidad de los espermatozoides se realizé segun las

recomendaciones de la OMS (OMS 2010), clasificando los espermatozoides en

base a su velocidad (Tabla 4, 5). Ademas, en funcion de la velocidad, el sistema

CASA (computer-assisted semen analisis) analizdé los siguientes parametros

cinéticos de movilidad (Tabla 6).

Tabla 6.- Parametros cinéticos de la movilidad espermatica determinados por el sistema CASA.

curvilinea atraviesa la lineal en funcién del tiempo.

Parametros cinéticos de movilidad espermaticos Unidad

VCL | Velocidad curvilinea. Distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de su | uym/s
trayectoria real en funcién del tiempo.

VSL | Velocidad rectilinea. Distancia recorrida por el espermatozoide desde el primer | uym/s
punto y el Ultimo de su trayectoria en funcion del tiempo.

VAP | Velocidad promedio. Distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de su | ym/s
trayectoria media en funcién del tiempo.

LIN indice de linealidad. Linealidad de la trayectoria curvilinea. %
VSL/VCLx100.

STR | indice de rectitud. Rectitud de la trayectoria. VSL/VAPx100. %

WOB | Indice de oscilacion. Oscilacién de la trayectoria real con respecto a la trayectoria | %
promedio. VAP/VCLXx100.

ALH | Amplitud promedio del desplazamiento lateral de la cabeza. Es la magnitud del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide con respecto a su | um
trayectoria promedio.

BCF | Frecuencia de la batida de la cabeza. Frecuencia con la cual la trayectoria | Hz.
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2.5. Inseminacion Intrauterina

A las 38-40 h. de desencadenar la ovulacién, depositamos la muestra
espermatica en el interior de la cavidad uterina, de forma cuidadosa para evitar

traumatismos endometriales, mediante catéteres disefiados especificamente.

Fig. 35.- Preparacion de la muestra e inseminacion.

2.6. Fase lutea

La fase lutea es suplementada con Progesterona micronizada vaginal
(Utrogestan®, Laboratorios Besins-Iscovesco, Paris, Francia) a dosis de 200 mg
cada 12 Horas. (9-11), durante 15 dias.

2.7. Definicién de embarazo

El embarazo se definirh como la existencia de un saco gestacional visible

por ecografia transvaginal a las 5-6 semanas.
2.8. Procesamiento de las muestras para el estudio

El estudio de fragmentacién del ADN espermatico se realizd6 en muestras
en fresco. Mientras que para el estudio de las aminopeptidasas, asi como para los
receptores opioides como para el sistema SRA las muestras fueron congeladas y

descongeladas segun el siguiente protocolo.
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2.8.1. Protocolo congelacion

Se afiade a volumenes iguales 1/1 de muestra seminal y crioprotector
(Sperm Freezing Medium, Origio, Spain) dejandolo deslizar suavemente y se
homogeniza con mucho cuidado. Se mantiene durante 10 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se introduce en nevera a 4°C en bafio de agua durante
60 minutos. Transcurrido este tiempo se vuelve a homogenizar y se coloca en una
rueda en vapores de nitrogeno liquido durante 15 minutos para la congelacion. El

almacenamiento se realiza en nitrogeno liquido.
2.8.2. Protocolo descongelaciéon

Se sacan los viales del nitrégeno liquido y se dejan 10 minutos a

temperatura ambiente, posteriormente se colocan a 37°C durante 10 minutos.
3. Fragmentacion del ADN espermatico
Test SCD.

Para la determinacion de la fragmentacion del ADN espermatico se empled
el test SCD (Sperm Chromatin Dispersion) (Halosperm®; Halotech, Madrid, Spain),
es un método indirecto de cuantificar el porcentaje de fragmentacion del ADN. Este
método se basa en la respuesta diferencial que ofrecen los nucleos de los
espermatozoides cuando se someten a una desnaturalizacion acida suave y a una
posterior lisis de proteinas. Cuantificando los nucleos de cromatina dispersa y los
nucleos condensados se puede estimar la fragmentacion nuclear (Fernandez et

al., 2003 y 2005; Enciso et al., 2006). Es un método sencillo, rapido y eficaz.

El método se basa, en esencia, en generar desnaturalizacién controlada del
ADN vy, posteriormente, una desproteinizacion. El proceso global requiere tres
pasos criticos: a) integracion de la muestra en un material inerte de agarosa,
microgel, sobre un portaobjetos; b) desnaturalizacion acida del ADN en los nucleos
de espermatozoides con ADN fragmentado, y c¢) tratamiento con una solucion de
lisis para eliminar proteinas nucleares. Con ello, y tras la tincion de rigor para
microscopia de campo claro o para fluorescencia, se generan unos halos de

dispersion de la cromatina que se correlacionan con el grado de fragmentacion.
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El test SCD produce una descondensacion diferencial de la cromatina entre
aquellos espermatozoides que presentan su ADN fragmentado con respecto a
aquellos que lo mantienen intacto. Para ello se actlda directamente con un
tratamiento de desproteinizacién y de esta forma se facilita la relajacion de la
cromatina. En el caso de las muestras de esperma humano, los diferentes
protocolos ensayados muestran que, tras un tratamiento acido previo a una
posterior desproteinizacién, los espermatozoides que presentan el ADN
fragmentado no liberan bucles de ADN y no generan un halo de dispersién de la
cromatina o si lo hacen este es de muy pequefio tamafo. Por el contrario, los
espermatozoides sin fragmentacion de su ADN generan halos amplios de
dispersién de los bucles de cromatina, que se diferencian morfolégicamente de los
anteriores (Fernandez et al., 2003). En caso de que la técnica se aplique de igual
forma en otras especies animales, los resultados obtenidos son similares, pero la
discriminacion entre las células que presentan ADN fragmentado de las que no lo

presentan, no resulta tan sencilla como en el caso de humanos.
MATERIAL
> Bafio 95-100°C
> Bafo 37°C
> Nevera 4°C
> Micropipetas
> Placa de Petri
> Cubre objetos 40X40
> Agua destilada
> Etanol 70%
> Etanol 100%

> Microscoépio de contraste de fases
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PASOS DEL PROCESO

1. Diluir la muestra a una concentracion de 20x10°

millones de espermatozoides/ ml.

2. Incubar un tubo eppendorf (EPT), en un bafo
deagua entre 95-100°C durante 5 minutos hasta que se haya
licuado la agarosa, y mantener a 37°C durante 5 minutos hasta

gue la temperatura esté equilibrada.

3. Alicuotar 50ul de la dilucion de la muestra de
semen en 100ul de agarosa y homogeneizar.Poner 8ul de la
suspension celular en el centro en cada uno de las dianas del
portaobjetos y colocar un cubreobjetos presioando para que se
distribuya homogeneamente, todo el proceso debe realizarse

con el portaobjetos en posicidn horizontal.

4. Colocar el portaobjetos sobre una placa de vidrio

fria e incubar durante 5 minutos a 4°C.

5. Deslizar los cubreobjetos suavemente para

retirarlos y continuar el resto del proceso a 22°C.

6. Dispensar el agente desnaturalizante (solucion 1)
sobre el portaobjetos e incubar a 22°C durante 7 minutos

siempre en posicion horizontal en posicion elevada.

7. Dispensar la solucion de lisis (solucién 2) e incubar

durante 20 minutos.

8. Lavar con abuncante agua destilada durante 5
minutos. Retirarel agua con sumo cuidado y seguir trabajando
en posicidon horizontal sobre superficie elevada. Proceder a la
deshidratacion con etanol al 70% e incubar durante 2 minutos,
eliminar y afiadir etano al 100% durante 2 minutos, después de

eliminarlo dejar secar la muestra.

9. Aplicar las soluciones 3y 4 durante 7 minutos cada

una para la tincion y lavar con agua destilada.
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10. Proceder a la lectura en un microscopio de contraste de fases a 40X.

un minimo de 200 espermatozoides.

11.  Aplicar la férmula. Frptemind ) sepnind
SOF (%) = %100

Tolal calls

Se realiz6 una lectura de al menos 200 espermatozoides, y segun el

porcentaje de fragmentacién las muestras se han clasificado como:

> No fragmentas cuando el porcentaje era < 20%
> Fragmentadas cuando el porcentaje era = 20 %
4. Columnas de Anexina

Material

> Vial de MACS ART Annexin V Reagent

> Vial de MACS ART Binding Buffer

> Una MACS ART MS Column

> Una MACS ART Separation Unit

> MACS Multi Stand

> Pipeta y puntas esteriles

> Tubos de ensayo esterilizados y gradilla
> Centrifuga para tubos de ensayo.
Separacion magnética de células apoptoticas
Fundamento

Aquellos espermatozoides en proceso de apoptosis presentan en su
membrana plasmética un fosfolipido llamado fosfatidilserina.
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oD

Espermatozoide apoptélico
con fosfatidilserina en membrana

Fig. 36.- En la representacion esquematica la fosfatidilserina se presenta como triangulos amarillos.

La fosfatidilserina tiene afinidad por la anexina V. La Anexinas V esta
adherida a microesferas de metal (~50 nm en diametro) recubiertas de un polimero
biodegradable y si se las incuba con la muestra afectada, se formara el siguiente
complejo. (Said et al., 2005, 2006a y b 2008).

Si a esta muestra se la hace interaccionar por segundos con un magneto
de alto poder, los espermatozoides afectados quedaran adheridos a las paredes
de la columna y los no afectados fluiran para luego ser recuperados y utilizados
durante una técnica de reproduccion. Este procedimiento de separacion o filtrado

molecular se denomina “Magnetic-Activated Cell Sorting- MACS”.
Método

El MACS ART Annexin V Reagent se une a la fosfatidilserina en la capa
exterior de la membrana plasmatica de las células apoptéticas. Antes de su
separacion, las células se marcan magnéticamente con el MACS ART Annexin V
Reagent y después se hacen pasar a través de la MACS ART MS Column. Las
células positivas a fosfatidilserina marcadas magnéticamente quedan retenidas en
la columna, mientras que las no marcadas (por definicion, las no apoptoticas) se
recogen en el liquido de lavado. Mediante el MACS ART Annexin V System se
separan eficientemente en la muestra de semen las células apoptoticas que se

encuentran incluso en fases iniciales y tienen la membrana plasmatica intacta.
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5. Actividad enzimatica

5.1. Actividad enzimética por espectrofluorometria
Equipamiento

> Espectrofotometro. UV-2401 PC. Shimadzu

> Espectrofluorofotémetro. RF-540. Shimadzu

> Ultracentrifugadora. Centrikon T2190. Kontron

> Rotor de angulo fijo. TFT 45.6. Kontron

> Centrifugadora. Labofuge 200. Heraeus

> Balanza de precision. R180D. Sartorius.

> Homogenizador. PZR 50 Heidolph.

> Juego de puntas de teflén. Selecta.

> Agitador Magnético por mosca termostatizado. Agimatic-s. Selecta.

> pH- metro GLP 21. Crison

> Pipetas automaticas de precisién. Nychiryo.

> Dispensador universal. MuLtipette plus. Eppendorf
> Ultracongelador -70°C

Reactivos

> Acetato sodico tri-hidratado. Merck

> Acido clorhidrico 35% Panreac

> Acido acético glacial. Probus S.A

> Acido ortofosférico 85%. Merck

> Albumina bovina. Sigma-Aldrich

> Captopril. Sigma-Aldrich

> Cloruro de manganeso. Merck
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> Cloruro sodico. Merck
> Dimethyl-sulféxido (DMSO). Sigma-Aldrich
> DL-Dithiothreitol (DTT). Sigma-Aldrich

> EDTA. Merck

> Etanol absoluto. Probus S.A

> Fosfato sddico monobasico. Merck

> Fosfato sodico dibasico. Merck

> Puromicina. Sigma-Aldrich

> Tris (hidroximetil) aminometazol (Trizma base). Sigma-Aldrich

> Azul brillante de Coomasie G-250. Sigma-Aldrich

> Z-Gly-Pro-B-naftilamina. Fluka

> L- Arg-B-naftilamida. Sigma-Aldrich

> L-Ala-B-naftilamida. Sigma-Aldrich

> L-Asp-AP-B-naftilamida. Sigma-Aldrich, H- Bachem
> N-Dansyl-D-Ala-Gly-pNO2-Phe-Gly. Sigma-Aldrich

> H- Gly-Pro-p-naftilamida. Bachem

> L- acido piroglutamico- B-naftilamida. Sigma-Aldrich
Soluciones:

o Soluciones Tampon

Tris-HCI 0,2 M

Trizma base 24,22 gr. + 1000 ml de agua destilada (pH 7,4 utilizando HCI
1N)

Tampodn Fosfato 0,1 M.

Solucion A 19 ml + Solucién B 81ml + Agua destilada hasta 200 ml (pH 7.4)
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Solucion A: Fosfato sédico monobéasico 0,2M 27,6 gr.+ Agua
destilada hasta 1000 ml

Solucion B: Fosfato sédico dibasico 0,2 M 28,4 gr.+ Agua destilada
hasta 1000 ml

Tampodn Acetato 0,1 M,

Soluciéon A 36,8 ml+ Solucion B 13,2 ml+ Agua destilada hasta 200 ml (pH
4.2)

Solucion A: Acido acético glacial 0,2 M 11,55 ml+ Agua destilada hasta1000

ml

Solucién B: Acetato sodico tri-hidratado+ Acetato soédico tri-hidratado
27,22 gr.

+ Agua destilada hasta 1000 ml
Tampon Tris- HCI 1M,

Trizma base X gr.+ Agua destilada hasta 1000 ml (pH 7,4 utilizando
HCI 1N)

Soluciones para la capacitacion de las muestras
Universal IVF Médium (Origio Medicult Media)

Soluciéon de albumina humana (HAS) + Insulina humana recombinante +
Penicilina (50.000 Ul/l + Estrptomicina (50 mg/l)

SupraSperm® 100 (Origio Medicult Media)

Cloruro calcico + Glucosa + HEPES +Solucion de albumina humana + Agua
Milli RX + Sulfato de Magnesio + Cloruro Potésico + Fosfato potdsico monobasico
+ Bicarbonato Sédico + Cloruro Sédico + Lactato Sédico + Piruvato sodico

Sustratos enzimaticos
Sustrato prolil endopeptidasa

Z-Gly-Pro-f3-naftilamina 0,125 M + DTT 2 mM + BSA 10 mg/100 ml +
Tampon fosfato 50 mM
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Sustrato glutamil aminopeptidasa

Glu-B-naftilamida 0,125 mM + DTT 2 mM + EDTA 2 mM + BSA 10 mg/100

ml + Tampon fosfato 50 mM
Sustrato aminopeptidasa basica

Arg-B-naftilamida 0,125 mM + NaCl X mM + BSA 10 mg/100 ml + Tampon
fosfato 50 mM

Sustrato aminopeptidasa neutra

Ala-B-naftilamida 0,125 mM + DTT 2 mM + BSA 10 mg/100 ml + Tampédn
fosfato 50 mM

Sustrato aspartil-aminopeptidasa

Asp-B-naftilamida 0,125 mM + MnCl2 X mM + BSA 10 mg/100 ml + Tampdn
Tris-HCI 50 mM

Sustrato cys-aminopeptidasa

Cys-B-naftilamida 0,125 mM + MnCl2 X mM + BSA 10 mg/100 ml + Tampon
Tris-HCI 50 mM

Sustrato aminopeptidasa sensible a puromicina

Ala- B-naftilamida 0,125 mM + DTT 2 mM + BSA 10 mg/100 ml + Tampdn
fosfato 50 Mm + 40 uM de Puromicina

Sustrato endopeptidasa neutra

N-Dansyl-D-Ala-Gly-pNO2-Phe-Gly 0,125 mM + BSA 10 mg/100 ml +
Tampon Tris-HCI 50 mM + 4,6 nM Captropil

Sustrato dipeptidil peptidasa IV

H- Gly-Pro-B-naftilamida 0,125 mM+BSA 10 mg/100 ml +Tampdn Tris-HCI
50 mM
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Soluciones para la determinacion de la concentracion de proteinas
Reactivo de Bradford

Azul brillante Coomasie 0,117 mM, etanol al 5% (v/v), Acido ortofosférico al
15 %.

Filtrar dos veces.
Soluciones para la RT-PCR
Tampon Tris/acetato/EDTA (TAE) T.A.E 50x, pH 7,4

Trizma-base 121 gr., Acido acético 28,55 ml, EDTA (Naz) 18.6 gr. H20 hasta
500 ml

Gel de Agarosa

500 mg de Agarosa, 49 ml H20 destilada, 1ml T.A.E

Otros

Albumina

Etanol al 70%: Etanol 35 ml, H20 libre de ARNasas 15 ml
Sample buffer

MgCl2 1M

Peroxido de hidrégeno

5.1.1. Analisis de la actividad por ensayos enzimaticos
Preparacion de la muestra

Para la determinacion de las actividades enzimaticas, el semen (completo
fresco) se centrifugd a 100.000 g durante 35 minutos con el fin de separar la
fraccion seminal de los gametos espermaticos. Dicho plasma seminal
(sobrenadante) fue utilizado para la medicion de las diferentes actividades en esta

fraccion.

El sedimento resultante, que corresponderia a la fraccion espermatica, fue
resolubilizado y homogeneizado en tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,4). Este material

fue utilizado para la determinacion de las actividades enzimaticas en los gametos.
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Posteriormente se realizé la cuantificacion de proteina con el método
Bradford (Bradford et al., 1976).

Tras su adecuado procesamiento, las muestras se sometieron a los
ensayos enzimaticos, todos basados en técnicas espectrofluorométricas, para la

determinacién de las actividades peptidasicas seleccionadas:

1.- Para ensayar las actividades APN, DPPIV, APA, APB, Asp, Glu-AP y
PEP se usaron sustratos del tipo peptidil- o aminoacil-beta-naftilamida.
Concretamente, los sustratos utilizados fueron Ala-B-naftilamida; H-Gly-Pro-3-
naftilamida; H-Glu-B—naftilamida o Asp-AP-B-naftilamida; Arg-B-naftilamida; Asp-
AP-B-naftilamida, Z-Gly-Pro-B-naftilamina y acido glutdmico-f-naftilamida.

respectivamente.

2.- Para la determinacién de la NEP se empled un ensayo fluorométrico
también, pero en este caso el sustrato fue el N-Dansyl-D-Ala-Gly-pNO2-Phe-
Gly(DAGNPG).

5.1.2. Determinacion de la actividad de las aminopeptidasas

La concentracién de un enzima en un tejido o liquido, puede determinarse
midiendo la velocidad de una reaccion catalizada por el enzima en cuestion. Para
ello, puede medirse la disminucidn en la concentracion de sustrato en el tiempo o
el incremento que con el tiempo se produce en algunos de los productos de

reaccion.

Los sustratos artificiales mas usados para la determinacion de
aminopeptidasas han sido, sin lugar a dudas, los derivados amidicos de la 2-
naftilamina: las aminoacil-2-naftilamidas. Estos sustratos fueron introducidos por
primera vez por Gomori (1954) y, desde entonces, se han obtenido derivados de
todos los aminoacidos, de muchos dipéptidos e, incluso, de compuestos que han

permitido la deteccion de diversas endopeptidasas.

En principio, la 2-naftilamina liberada por accion enzimatica, se acoplaba a
una diazosal para producir color rojo o azul (dependiendo de la sal de
acoplamiento considerada) y se media espectrofotométricamente a 520 nm. Este
método se ha aplicado también a la determinacion histoquimica de
aminopeptidasas (Gomori, 1954). Pero la 2-naftilamina liberada puede medirse
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fluorimétricamente, sin necesidad del posterior acoplamiento, siendo este método
desarrollado por Greenberg en 1962, posteriormente modificado por Alba y
colaboradores en 1989 y, en algunos casos, por nuestro propio equipo de
investigacion (Fernandez et al., 2002).

5.1.3. Fundamento general

Se incuba el sustrato artificial junto con la muestra seminal correspondiente.
La presencia de aminopeptidasas en la muestra hara que la aminoacil-2-
naftilamida se rompa liberando aminoé&cidos libres y moléculas de 2-naftilamina
(Figura 37). Esta molécula tiene la particularidad (que no tienen sus derivados
amidicos) de ser fluorescente, y cuando es excitada con luz de 345 nm emite parte
de esa energia a una longitud de onda de 412 nm. Esta propiedad permite que la
cantidad de 2-naftilamina liberada pueda ser medida muy facilmente mediante un
espectrofluorimetro. La cantidad de 2-naftilamina liberada es controlada por la
concentracion del enzima en la muestra, de manera que la medida de 2-
naftlamina puede ser extrapolada a concentracion aminopeptidasica de la

muestra (Figura 37).

En concreto, los valores obtenidos en el fluorimetro son transformados en
picomoles de beta-naftilamina liberada, mediante una ecuacién obtenida tras la
determinacion de concentraciones decrecientes de 2-naftilamina, en un medio de

solucion igual al del sustrato utilizado.

Z-HAFTILAMINA
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o
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AA-Z-MNAFTILAMIDA AMINGACIDO

Fig. 37.- Esquema de la hidrélisis del sustrato de peptidasa en el ensayo enzimatico. Uno de los
productos obtenidos, B-naftilamina, emite fluorescencia a 412nm cuando es excitado a 345nm.
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5.1.4. Fundamento particular para cada enzima.

En particular, se determinaron las actividades enzimaticas del pool de
peptidasas en las fracciones celulares de las muestras espermaticas. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado, empleandose como resultado final la

media de las mismas.

Las muestras seminales (10 pl) se incubaron a la temperatura fisiologica
(37°C) junto con 1 ml del sustrato artificial fluorogénico (Ala-B-naftilamida; H-Gly-
Pro-B-naftilamida; H-Glu-B—naftilamida o Asp-AP-B-naftilamida; Arg-pB-naftilamida;
Asp-B-naftilamida, Z-Gly-Pro-B-naftilamina y &cido glutamico-B-naftilamida). La
presencia de aminopeptidasas en la muestra hizo, como hemos comentado, que
la aminoacil-beta-naftilamida se rompiera liberando aminoacidos libres y

moléculas de beta-naftilamina.

Esta ultima molécula tiene la particularidad, que no tienen sus derivados
amidicos, de ser fluorescente. Asi cuando es excitada con una luz de 435 nm
emite parte de esta energia en una longitud de onda de 412 nm. Dicha propiedad
permite que la cantidad de beta-naftilamina liberada pueda ser medida muy
facilmente mediante un espectrofluorimetro. La cantidad de producto fluorescente
liberado esta en funcion de la concentracion del enzima en la muestra, de manera
gue la cantidad de beta-naftilamina medida puede ser extrapolada a concentracion
aminopeptidasica en el tejido estudiado.

La NEP es una peptidasa unida a membrana que degrada encefalinas por
ruptura del enlace Gly3-Phe4. Un método para determinar su actividad es el
método fluorimétrico, basado en la utilizacion del sustrato artificial fluorogénico
DAGNPG: N-Dansyl-D-Ala-Gly-(p-Nitro)-Phe-Gly.

En este caso, 10 pl de tejido fueron incubados con 1 ml de sustrato. La
presencia de NEP en la muestra provoca la ruptura del enlace nitro-fenil, Gly-
(PNO2) Phe, en la secuencia peptidica (Figura 38).
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Fig.38.- Esquema de la hidrolisis del sustrato de NEP en el ensayo enzimatico. Uno de los productos
obtenidos, Dansyl-D-Ala-Gly, emite fluorescencia a 562nm cuando es excitado a 342 nm.

En el DAGNPG, la fluorescencia nativa del grupo Dansil esta apantallada
por la proximidad espacial del grupo (pNO2) Phe. De esta manera, cuando el
péptido N-Dansyl-D-Ala-Gly (DAG) es liberado por la accion enzimatica se
produce un aumento de la fluorescencia que puede ser detectada y cuantificada a
longitudes de onda de excitacion y de emision de 342 y 562 nm, respectivamente.
Dicha propiedad permite que el dansil liberado pueda ser medido muy facilmente
mediante un espectrofluorimetro. La cantidad de producto fluorescente liberado
esta controlada por la concentracién del enzima en la muestra, de manera que el
DAG detectado fluorimétricamente puede ser extrapolado a concentracion
endopeptidasa neutra en el tejido estudiado y como resultado final la media de las

mismas.

En conjunto: la reaccion se inicia al afiadir 1 ml del sustrato artificial del que
se trate (mencionados anteriormente y especifico para cada ensayo) sobre la
muestra, y se permite que transcurra la reaccion durante 30 minutos a 30 °C. Dicha
reaccion se detiene por la adicion de 1 ml de tampdn acetato a pH 4,2. Como se
ha descrito, cada actividad enzimatica de las peptidasas se determind, por
triplicado, mediante espectrofluorimetria, mediante el uso de un fluorimetro RF-
540 de Shimazu.
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5.1.5. Andlisis de datos de las actividades peptidasicas

Los valores obtenidos espectrofluorimétricamente o fotométricamente
fueron transformados en picomoles de metabolito liberado mediante
extrapolacion, por ajuste no lineal, de los datos a una ecuacion de regresion
calculada a partir de una curva patron. Posteriormente, estos datos fueron
convertidos en unidades de actividad peptidasa (UP), definiéndose dicha unidad
como la cantidad de enzima que hidroliza un picomol de sustrato por minuto. Los
resultados finales se expresaron como actividad especifica (unidades de actividad

peptidasica/miligramo de proteina en la muestra).

Los datos resultantes fueron analizados mediante la U de Mann-Whitney
para la comparacion de muestras. Se llevé a cabo con el programa IBM SPSS
Statistics 22.

5.1.6. Técnica para la cuantificacion de proteinas

El método esta basado en la afinidad de los polipéptidos por un colorante,
el Azul de Coomasie G-250 (Bradford y cols., 1976). La unién del colorante a las
proteinas produce un cambio en la longitud de onda de maxima absorcion del
citado compuesto que pasa de 465nm a 595nm. El incremento de absorcion,
siempre y cuando exista un exceso de colorante, es directamente proporcional a
la cantidad de proteina, por lo que este es el parAmetro que se mide, en un

espectrofotometro y a 595nm.

Se afadieron 2 ml del reactivo de Bradford a 10 ul de muestra, a

continuacion, se leyo la absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro.

Dicho valor se determiné frente a un blanco de reactivo (2 ml de reactivo de
Bradford sin muestra).

El resultado de la medicion se transformo6 en miligramos de proteina por
mililitro, utilizando para ello una curva de calibracién (y = ax + b) obtenida tras
medir por el mismo procedimiento, concentraciones crecientes de y conocidas de

una solucion estandar de albumina bovina.

La extrapolacion se llevé acabo en una hoja Excel de Office.
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5.2. Actividad enzimatica por citometria de flujo
5.2.1. Fundamento

La citometria de flujo es una técnica que permite el analisis de una
poblacion estudio de determinadas caracteristicas fisicas y quimicas de las células
en suspensiéon que producen una sefial al interferir con una fuente de luz. Esto
permite analizar multiples parametros celulares, con el tamafo, forma vy
complejidad (por dispersion de la luz visible) de cualquier componente celular o
funcion que pueda ser marcada con un fluorocromo (dispersion de haz de luz de

una longitud de onda determinada).

Mediante citometria de flujo, se pudieron establecer diversas relaciones
entre los receptores y las enzimas del SRA estudiados en espermatozoides con la
fragmentacion del ADN en el espermatozoide.

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 informacion producida puede diferenciarse en dos,
una la generada por la dispersion de la luz y otra en la relacionada con la emision
de luz por los fluorocromos presentes en la célula al ser excitados por el haz
luminoso. Las sefales luminosas detectadas se transforman en impulsos
eléctricos que se amplifican y se convierten en sefiales digitales que son

procesadas por un software informéatico.

Una vez que las células de interés han sido distinguidas de los otros tipos
celulares, en funcion de la dispersion de la luz, se puede usar la
inmunofluorescencia para determinar la presencia/ausencia y la proporcién o

numero de células que poseen un determinado marcador.

Una caracteristica importante que representa una ventaja de esta técnica,
es la posibilidad de medir de forma simultanea, tantos parametros como
anticuerpos se dispongan 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 capaces de emitir energia de una longitud de onda mayor. Estas

caracteristicas son las que permiten el analisis multiparamétrico.
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Esta ténica 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 informacion producida puede diferenciarse en dos,
una la generada por la dispersion 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 sefales luminosas detectadas se transforman en impulsos
eléctricos que se amplian y se convierten en sefiales digitales que son procesadas

por un software informatico (Figura 39).

Una vez que las células de interés han sido distinguidas de los otros tipos
celulares, en funcion de la dispersion de la luz, se puede usar la
inmunofluorescencia para determinar la presencica/ausencia y la proporcién o

numero de células que poseen un determnado marcador.

Sistema informatico

—
Lentes ’

Fluidica

Detectores de
fluorescencia

Detector de dispersion

Fig.39.- Esquema que muestra los componentes de un citbmetro de flujo y su disposicion.

5.2.2. Preparacion de las muestras (Citometria semi-cuantitativa)

Una vez descongelados los viales, como se ha descrito con anterioridad,
las muestras a estudio fueron sometidas a separacién de espermatozoides con
ADN fragmentado de los que no tienen ADN fragmentado, se fijaron con

paraformaldehido (PAF) al 4% y se mantuvieron a 4°C hasta su posterior analisis.

La semi-cuantificacion de los niveles proteicos del ATIR, ATZ2R,
AT4R/IRAP, PRR y MASR, se realiz6 midiendo la intensidad de fluorescencia
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mediante citometria de flujo, empleando anticuerpos especificos para cada
receptor, asi como también para las enzimas CD/13APN, CD143/ACE vy
CD/10NEP.

La muestra se dividié en fracciones, alicuotas que se centrifugaron a 3.500g
durante 6 minutos, para eliminar el medio de fijacién en el que permanecian los
espermatozoides y se lavaron con tampon fosfato salino (PBS) 1x. Seguido, las
muestras se permeabilizaron con PBS-Triton® X-100 0,5% durante 10 minutos en

continua agitacion y una vez pasado este tiempo se volvieron a lavar con PBS 1x.

Una vez eliminada la solucion de permeabilizacion, se procedi6 al blogueo,
con el fin de evitar posteriores uniones inespecificas de los anticuerpos. Este se

llevo a cabo durante 30 minutos con suero bovino fetal (SBF) al 10% en PBS 1x.

Transcurrido este tiempo se elimino el SBF y se afiadieron las diluciones de
anticuerpos disefiados para reconocer los distintos receptores y enzimas del SRA
estudiados (Tabla 7) (en el casos de los receptores opioides se muestran en la
tabla 9). Las muestras se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se
elimin6 la dilucibn 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 7). Una vez pasado este tiempo,
se tifleron los ndcleos con Hoechst 33258 (Invitrogen) a una concentracion de 5
pg/mL durante dos minutos, pasados los cuales, las fracciones de la muestra se

resuspendieron en PBS 1x.

Con anterioridad a los analisis se determiné la especificidad tanto de los
anticuerpos primarios como de los secundarios. La especificidad de los
anticuerpos primarios se determind mediante la adicion 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 realizé omitiendo el

anticuerpo primario antes de la adicion del anticuerpo secundario.
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Los datos de fluorescencia se extrajeron del analisis 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 realizdé una primera seleccion de los
eventos de tamafio y complejidad correspondienes a la poblacion de
espermatozoides. (Figura 40). Se eliminaban de esta forma, en los siguientes
gréaficos las células no esperméticas. Con el fin de eliminar la autoflourescencia
emitida por los espermatozoides, se elimind el ruido de fondo (sefal de
fluorescencia) de los eventos positivos al Hoechst 33258 usando como referencia
los controles de cada muestra. Los gréaficos 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.

Tabla 7.- Tabla de diluciones de los diferentes receptores y enzimas del sistema SRA utilizados
para la citometria de flujo.

Anticuerpo Hospedador Dilucién Casa comercial Referencia
Anti receptor de

angiotensina Il tipo 1 Conejo 1:200 Almone AAR-011
Anti receptor de

angiotensina Il tipo 2 Conejo 1:200 Abcam ab19134
Anti receptor de

angiotensina Il tipo 4 Conejo 1:200 Santa CruzBiotech sc-135229
Anti receptor de renina Conejo 1:200 Santa CruzBiotech sc-67390
Anti receptor de

angiotensina (1-7) MAS Conejo Almone AAR-013
Anti-ACE humano

conjugado con PE Ratén 1:200 BioLegend 344204
Anti-CD13 humano

conjugado con PE Ratén 1:200 BD Pharmingen™ 555394
Anti-CD10 humano

conjugado con PE Ratén 1:200 BD Pharmingen™

IgG1, k Isotipo Control

conjugado con PE Ratdn - BioLegend 400112

Anti- IgG (H+L) de conejo
conjugado con Alexa
Fluor® 488 Cabra 1:2000 Invitrogen A11008
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Fig.40.- Imagen de citometria de flujo de las poblaciones espermaticas en base a su tamafio y
complejidad que muestra una forma caracteristica de llama.

6. Receptores
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. 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 localizacion 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 deteccion de las
proteinas se llevd a cabo mediante inmunoflurescencia indirecta. Este método
requirio del uso de dos anticuerpos de forma consecutiva, un anticuerpo primario
gue se une a la proteina objeto y un anticuerpo secundario unido a un fluorocromo,

gue detecto6 de forma especifica el anticuerpo primario.

Los espermatozoides previamente fijados en paraformaldehido al 2%
(vol/val), 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 Triton® x-100 al 1% en PBS 1x durante 10 minutos en
agitacion. Se retir6 el Triton® y se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno
con PBS 1x. Posteriormente, se bloguearon las muestras con SBF 10% (vol/vol)
en PBS 1x durante 30 minutos. A continuacion, se incubaron durante toda la noche
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a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente en PBS-SBF 5%. Se elimino el
anticuerpo primario de las muestras, se hicieron 3 lavados de 5 minutos con PBS
1x y éstas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG 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 afiadio
Hoechst 33258 (Invitrogen) a una concentracion de 5ug/ml y se dejo incubando

durante dos minutos para que se intercalase en los nucleos, marcandolos.

El fluorocromo Alexa Fluor 488 posee una longitud de onda maxima de
excitacion y absorcén de 495nm y 519nm respectivamente. Por lo que las
muestras se excitaron con un laser de argén a 488nm y se recogi6 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 absorcion de 352nm
y 461 nm respectivamente, siendo idénea una combinacion con Alexa Fluor 488,
ya gue no se produce solapamiento entre sus espectros de emision.

El montaje de las muestras se realizé con Fluoromont G (Southern Biotech).
Las preparaciones se observaron en un microscopio cofocal (Microscopio confocal
de laser, Olympus Fluoview FV 500) que permite solapar imagenes de planos
consecutivos de los espermatozoides, permitiendo visualizar de una forma 6ptima
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.

Simultaneamente se realizaron controles negativos de los anticuerpos
secundarios siguiendo el mismo procedimiento experimental, pero omitiendo la
adicion de los anticuerpos primarios. Por otra parte, la determinacion de la
especificidad de los anticuerpos primarios, no se crey0 necesaria puesto que
analisis previos de citometria de flujo, con diluciones mas concentradas de los
mismos anticuerpos, demostraron gue las uniones inespecificas que se producian

eran minimas.
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6.1. Receptores sistema renina angiotensina. Inmunocitoquimica

Para la localizacion de los receptores del sistema renina angiotensina se

utilizé la misma técnica de inmunocitoquimica descrita en el apartado 6.1.

mediante inmunoflurescencia indirecta. Los anticuerpos correspondientes se

presentan en la tabla 8.

Tabla 8.- Anticuerpos empleados en inmunocitoquimica para los receptores SRA.

Anticuerpo

Anti receptor de

angiotensina Il tipo 1

Anti receptor de

angiotensina Il tipo 2

Anti receptor de

angiotensina Il tipo 4

Anti receptor de
angiotensina (1-7) MAS

IgG1, k Isotipo

Control conjugado con PE

Anti- 1gG (H+L)
de conejo conjugado con
Alexa Fluor® 488
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Hospedador

Conejo

Conejo

Conejo

Conejo

Raton

Cabra

Dilucion

1:200

1:500

1:200

1:1000

1:2000

Casa comercial

Almone

Abcam

Santa

CruzBiotech

Almone

BioLegend

Invitrogen

Referencia

AAR-011

ab19134

sc-135229

AAR-013

400112

A11008
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6.2. Receptores opioides. Inmunocitoquimica

Para la localizacion de los receptores opioides hMOR (p), hDOR (8) y hKOR
(K) se utilizé la misma técnica de inmunocitoquimica mediante inmunoflurescencia
indirecta. Los anticuerpos correspondientes se presentan en la tabla 9.

Hospedador Dilucion Casa

Antigeno comercial

Conejo 1:800 Chemicon
hMOR

Conejo 1:800 Chemicon.
hDOR
hKOR Conejo 1:50 Santa Cruz
Anti-Rabbit 19G: Cabra 1:500 Molecular
Alexa Fluor 488 Probes

Tabla 9.- Anticuerpos empleados en inmunocitoquimica y citometria de flujo. A(MOR: Recepto opioide
1 humano; hDOR: Receptor opioide & humano; hKOR: Receptor opioide K humano.
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IV RESULTADOS
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Resultados

1. Aspectos clinicos

Realizamos el estudio enziméatico en muestras seminales provenientes de
17 primeros ciclos de inseminacion intrauterina, dichos pacientes tenian que
cumplir unos requerimientos minimos, como era tener un seminograma previo
normozoospérmico segun los valores de la OMS 2010, un volumen de eyaculado
suficiente para realizar la recuperacion de espermatozoides suficientes para
realizar la inseminacion asi como para las alicuotas necesarias para las

determinaciones que ocupan este estudio.

El protocolo de estimulacion fue el mismo en todas las pacientes:
Gonadotropinas recombinantes, con supresion hipofisaria mediante antagonistas
GnRH y el desencadenamiento de la ovulacion se realiz6 mediante la
administracion de HCG recombinante, cuando ecograficamente al menos

ecograficamente se observaron tres foliculos mayores de 16 mm.

La edad media de las mujeres fue de 35,88+1,99 afios siendo el minimo de
32y el maximo de 40 afios y la de los varones de 37,35+4,40 afios con un minimo

de 29 y un maximo de 46 afios (Tabla 10).

Datos epidemiolégicos

Desviacion
N Minimo Méaximo Media estandar
EDAD MUJERES 17 32 40 35,88 1,996
N valido (por lista) 17
EDAD VARONES 17 29 46 37,35 4,401
N valido (por lista) 17

Tabla 10.- Datos epidemiolégicos.

La respuesta ovarica a la estimulacion folicular fue similar en el grupo

estudio.

El tiempo entre la recogida de la muestra por los pacientes y el comienzo
de la preparacion de la muestra, no superé en ningin caso los 60 minutos, la
media fue de 37,53+17,77, siendo el minimo de 15 minutos y el maximo de 60
(Tabla 11).
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Desviacion
N Minimo | Maximo | Media estandar
TIEMPO PROCESAMIENTO 17 15,00 60,00 | 37,5294 14,76955

N vélido (por lista) 17

Tabla 11.- Tiempo desde la recogida de la muestra hasta el comienzo del procesado.

No se encuentran diferencias entre los parametros seminales y los
embarazos. La media de la concentracion esperméatica por mililitro de las muestras
precapacitadas fue de 68,29+26,27 millones de espermatozoides por mililitro, con
un minimo de 29 y un maximo de 128. La media de la motilidad progresiva fue de
28,11+6.34%, con un minimo del 15% y méximo del 40%. Respecto a la
morfologia la media fue 5.35+2,42%. La media de la concentracion por mililitro de
espermatozoides recuperados para inseminacion fue de 25,68+12,79 millones por
mililitro (Tabla 12).

Desviacion
N Minimo Maximo Media estandar

Volumen 17 2,50 5,00 3,5882 , 79521
ph 17 7,00 8,00 7,7941 ,30917
Concentracion

- 17 29,00 128,00 68,2941 26,27205
precapacitacion
Motilidad progresiva 17 15,00 40,00 28,1176 6,34313
Motilidad no progresiva 17 20,0 30,0 24,706 4,4967
Inmoviles 17 30,00 65,00 46,8824 9,72678
Espermatozoides
) ) 17 3,24 46,80 25,6847 12,78724
inseminados
Morfologia 17 1,00 11,00 5,3529 2,42232
N valido (por lista) 17

Tabla 12.- Parametros seminales.
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Tras el estudio estadistico con el programa SPSS, pruebas no paramétricas
para muestras independientes, segun la prueba U de Mann-Whithney no hay
significado estadistico en ninguno de los parametros concentracion, motilidades,

morfologia y el nimero de espermatozoides recuperados con el embarazo (Figura

41). Resumen de contrastes de hipotesis
Hip&tesiz nula Prueba Sig. Decision
La distribucién de concentragionp ';'::_'...u.";.i?:‘ Conserve |a
1 ez la misma entre las categonas de Y 482 hipétesis
EMBARAZD PAI3 MUASERs nula
! independientes !
La distribucidn de Frueba U da
2 motilidadprgresivao ésla misma Mann-Whitney a8 Eiu%il::r'r; I
entre las categodias de para muesiras mf;.
EMBARAZD, independientes ’
La distribucién de mordologia es HE':::-'WLI{“?:Q Conserve |a
3 misma entre las categorias de para mUi'SIIiSy 525  hipotasis
EMBARAZD. independientes nula
La distibucidén de Frueba U de
4 espermatozoidesinseminados &5 la Mann-Whitney aaq ﬁfrﬁ:gf Ia
misma entre las categonas de para muestias ' by F:a -2
EMBARAZD, independientes -

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia es 05,

15 muestia la significacion exacta para esta prueba.

Fig 41.- Contraste de hip6tesis de parametros seminales y embarazo.

Tras el estudio estadistico con el programa SPSS, pruebas no paramétricas
para muestras independientes, segun la prueba U de Mann-Whitney para
muestras independientes no hay significado estadistico en ninguno de los
parametros concentracion, motilidades y morfologia con la fragmentacion del ADN

espermatico.

La determinacion del porcentaje de fragmentacion en las muestras

seminales, se realiz6 pre-recuperacion espermatica por la técnica SCD(Figura 42).

Fig 42.- Test SCD. A) No
fragmentacién, B) Fragmentacion
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El porcentaje de pacientes que presentaban fragmentacion de ADN en el

espermatozoide tras la realizacion de la prueba SCD en la muestra seminal en

fresco, pre-recuperacion espermatica, (considerando muestras con ADN

fragmentado aquellas cuyo porcentaje de fragmentacion fue >20%) fue del 59%

de los pacientes frente al 41% de las muestras que no presentaban fragmentacion

(Figura 43).

% POBLACION F/NO F

@No

B FRAGMENTADOS

FRAGMENTADOS

Fig. 43.- Porcentaje muestras con ADN
fragmentado vs. no fragmentados.

Al analizar, concentracion, motilidades, morfologia y el numero de

espermatozoides recuperados mediante la U de Mann-Whitney, no encontramos

diferencias, salvo en el nUmero de espermatozoides recuperados.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Prueha Sin.

Decision

La distribucién de concenracionpra Prusba U de

Cansemna la

1 =5 |3 misma entre |35 categorias de | Mann-Whiiney 1337 hipdtesis
- para muestias '
FRAGMENTADCS indepandientes nula,
La distribucicn de Frusha U de
2 matilidadpragresivao &s la misma Mann-Whitnay EEL Elﬂg?fg: fa
antra las categorias de para muastrags ' FI =
FRAGMENTADOS independizntes nula
T Prusha U de
La distribucién de mordologia &5 la Consarve la
3 misma enire las categnti:s da ﬂ?g?ﬂt‘?&?g E3E1  hipbtesis
FRAGMENTADOS indepandizntes nula
La distribucidn da Prusba U da . o
4 espermatozamdesingzminados s la  Mann-Whitney 51 mh
misma entra las categorias de para muestras o s
FRAGMENTADOS indapandienias .

Se musstran signficaciones asintdticas, Elnwel de significancia es 05

1S muastra la significacidn exacta para esta prusba

:

s maty
g s | ._ Faigmin

Srusten il e e AWheSiey B8 THIRHTEN NRlEAEMTES

(eIl
L L]

Fig. 44.- Contraste de hipétesis parametros seminales/ fragmentacion.
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La tasa de embarazo evolutivo en primer ciclo fue del 35%.

% EMBARAZO
12ciclo
Fig.45.- Porcentaje embarazos primeros ciclos.
BEMBARAZO
@No
EMBARAZO

Pero cuando observamos el seguimiento de ciclos posteriores de la
poblacion en estudio observamos que el porcentaje de embarazo fue del 65%, de
este porcentaje el 41% fue evolutivo (un embarazo en segundo ciclo), el 18%

termind en aborto y un 6% de ectopico (3 abortos y un ectdpico).

CICLOS POSTERIORES

B EMBARAZO
POSTERIOR
evolutivo
NO
EMBARAZO Fig.46.- Porcentajes del seguimiento de los

POSTERIOR casos a estudio.
B ABORTOS

@ECTOPICO

2. Resultados de la actividad enzimatica
2.1. Actividad enzimatica por espectrofluorimetria

El primer paso fue la realizacion 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. Ademas, estos analisis iniciales,
proporcionaban informacion como una primera aproximacion para iniciar el
analisis de los datos. El segundo paso fue la determinacién del tipo de distribucion
que seguian los mismos. Esto se realizO mediante el test de normalidad de

Shapiro-Wilk dado que el tamafio muestral era inferior a 50.
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El andlisis estadistico de los datos se realizd mediante el programa Mcrosoft
Excel y el paquete estadistico SPSS Statistics v.22. El estadistico utilizado fue la
U de Mann-Whitney para comprobar si habia alguna relacién entre cada una de
las enzimas estudiadas y la fragmentacion del ADN espermatico.

Los mayores niveles de actividad peptidasica en espermatozoides
corresponden a la Dipeptidil Peptidasa con una media de 173093,51+27202,09
seguida de la Aminopeptidasa neutra con una media de 53255,61+11269,60, la
siguen la Aminopeptidasa B y la Aminopeptidasa sensible a la puromicina con
valores muy similares, por ultimo, tenemos la Cistil aminopeptidasa, Aspartil
aminopeptidasa y la que presenta menor valor con una media de 457,23+83,10 es
la Endopeptidasa neutra (Tabla 13, Figuras 47, 48).

Tabla 13.- Valores de la actividad enzimatica por espectrofluorimetria en espermatozoides.

Estadisticos descriptivos

Fig. 47.- Gréfica peptidasas espermatozoides.
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Desviacién
N Minimo Maximo Media estandar
PSA 15 15813,83 33813,00 23141,9320 5936,75819
APN 16 31996,12 74704,22 53255,6131 11269,59776
APB 16 12295,93 39297,35 21965,4300 6972,24712
CYS 16 2230,82 4832,00 3066,6850 775,09821
DPPIV 16 109328,94 216291,30 173093,5150 27202,09011
ASP 16 653,10 1380,27 923,3175 202,60513
NEP 16 305,15 579,48 457,2263 83,10383
N valido (por lista) 15
Peptidasas en espermatozoides
250000
200000
150000
100000
50000
0
PSA APN APB CYS DPPIV ASP NEP
Minimo Maximo Media Desviacion estandar
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CYsS

APB
8%

Porcentaje de peptidasas en espermatozoides
ASP NEP

Fig. 48.- Gréfica porcentaje de peptidasas en espermatozoides.

Los mayores niveles de actividad peptidasica en plasma seminal

corresponden a la Dipeptidil Peptidasa con una media de 42629,54+5304,55,

seguida de la Aminopeptidasa B con una media de 32844,39+7173,45, la sigue

muy de cerca la Aminopeptidasa Neutra con valores muy similares, luego la sigue

Aminopeptidasa Sensible a la Puromicina y la Cistil aminopeptidasa, por ultimo,

tenemos la Aspartii aminopeptidasa, Prolil endopeptidasa, y la Glutamil

aminopeptidasa que presenta menor valor con una media de 26,92+9,11 (Tabla

14, Figuras 49 y 50).

Estadisticos descriptivos

Desviacion

N Minimo Maximo Media estandar
PSAPS 14| 11130,47| 23260,18 16444,5186 3588,62676
APNPS 16 21746,70 43811,82 30582,7863 6901,71077
APBPS 16 23007,38 50658,00 32844,3894 7173,44866
GLUPS 16 17,13 49,72 26,9200 9,11104
PEPPS 16 36,96 85,65 64,4456 14,13923
CYSPS 16 1545,63 2512,29 1880,1650 312,39763
DPPIVPS 16| 33371,00| 49582,00 42629,5456 5304,54702
ASPPS 16 59,17 104,74 81,9531 15,77396
N valido (por lista) 14

Tabla 14.- Valores de la actividad enzimatica por espectrofluorimetria en plasma seminal.
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Peptidasas en plasma seminal

60000
50000
40000
30000
20000
10000 I
0 I- | I | =—H R

PSAPS APNPS APBPS GLUPS PEPPS CYSPS DPPIVPS ASPPS N vdlido

(por
lista)

s Minimo ~ mm M3aximo == Media Desviacion estandar

Fig. 49.- Gréfica peptidasas en plasma seminal

Porcentaje de peptidasa en plasma seminal

ASPPS
0%

DPPIVPS
34%

CYSPS
2%

PEPPS

0% GLuPS
0%

Fig. 50.- Grafica porcentaje de peptidasas en plasma seminal.

Analizando cada uno de los enzimas en espermatozoides en funcion del
valor de fragmentacion inferior o igual al 20% considerandolos como no
fragmentados o poco fragmentados, y superior a 20 como fragmentados
considerandolos como fragmentados. Utilizamos el paquete estadistico SPSS
Statistics v.22. El estadistico utilizado fue la U de Mann-Whitney para comprobar
si habia alguna relacion entre cada una de las enzimas estudiadas y la
fragmentacion del ADN espermatico. Los maximos, minimos, asi como las medias

y de desviaciones cuando hay fragmentacion del ADN en los espermatozoides o

M? Victoria Aparicio Prieto 166



TESIS DOCTORAL

no, siendo le valor “0” no fragmentacion y el valor “1” fragmentacion se presentan

en latabla 15y figuras 51 y 52.

Estadisticos descriptivos

Desviacién

N Minimo Méaximo Media estandar
PSA1 8 16663,39 54896,66 33748,4900 13233,00745
PSAOQ 7 15813,83 25883,24 19591,5800 3390,72632
APN1 9 31996,12 61607,21 48049,0400 8274,05895
APNO 7 18779,37 74704,22 52920,0314 18637,74421
APB1 9 12295,93 31080,41 22278,3900 6049,99644
APBO 7 13066,76 39297,35 21563,0529 8508,31893
CYS1 9 2350,16 4832,00 3337,0400 877,17088
CYSO0 7 2230,82 3519,00 2719,0857 474,80263
DPPIV1 9 143980,87 208793,00 176854,2300 23549,32341
DPPIVO 7 109328,94 216291,30 168258,3100 32587,82821
ASP1 9 653,10 1380,27 986,2278 248,34700
ASPO 7 707,70 972,61 842,4329 82,57032
NEP1 9 305,15 579,48 457,5811 88,98023
NEPO 7 319,00 553,00 456,7700 81,90571
N valido (por lista) 0

Tabla 15.- Valores de la actividad enzimatica por espectrofluorimetria en espermatozoides. (PSAO,
APNO, APBO, CYSO0, DPPIVO, ASPO, NEPO, actividad enzimatica en espermatozoides que no presentan o es
bajo el porcentaje de fragmentacion del ADN espermatico. PSA1, APN1, APB1, CYS1, DPPIV1, ASP1, NEP1,
actividad enzimatica en espermatozoides que presentan fragmentacion del ADN espermatico).

275000 -

225000 -

175000

125000 [ Baja Fragmentacion

O Fragmentacién media

APU/mg proteina

75000

25000

1

DPPIV

APN

25000 - PS APB

Peptidasas

Fig. 51.- Grafica de peptidasas de espermatozoides con mayor actividad enzimatica en
espermatozoides con baja fragmentacion y fragmentados.
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o

1000 -
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Fig. 52.- Gréfica peptidasas es espermatozoides con menor actividad enziméatica en
espermatozoides con baja fragmentacion y fragmentados.

En la figura 53 se muestran los porcentajes de las peptidasas estudiadas
en los espermatozoides que no presentaban fragmentacion en el ADN (A), o
presntaban fragmentacion (B).

A) Porcentaje de peptidasas en B) Porcentaje de peptidasa en
espermatozoides sin fragmentacion espermatozoides fragmentados
NEPO
ASPO PSAO ASP1 NEP1

0%

8% 0%

1% 1%

Fig. 53.- Graficas de porcentajes de peptidasas en espermatozoides sin fragmentacion (A) o con
fragmentacion (B).

El andlisis estadistico de los datos se realizé mediante el programa Mcrosoft
Excel y el paquete estadistico SPSS Statistics v.22. El estadistico utilizado fue la

U de Mann-Whitney, no encontrandose relacion de la actividad enzimética de las
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enzimas estudiadas en espermatozoides con la fragmentacion del ADN

espermatico o sin ella.

Los maximos, minimos, asi como las medias y de desviaciones en plasma
seminal cuando hay fragmentacion del ADN en los espermatozoides o no, siendo
le valor “0” no fragmentacion y el valor “1” fragmentacion se presentan en la tabla
16, figuras 54 y 55.

Estadisticos descriptivos

Desviacion

Minimo Méximo Media estandar
PSAPS1 7 12306,78 23260,18 16438,3157 3745,22398
PSAPSO 7 11130,47 21891,67 16450,7214 3725,05911
APNPS1 9 21746,70 37137,38 28324,8356 5190,67941
APNPSO 7 22618,00 43811,82 33485,8657 8104,30736
APBPS1 9| 23007,38| 41773,00 31758,7711 5890,28035
APBPSO 7 25014,00 50658,00 34240,1843 8851,24716
GLUPS1 9 17,77 43,47 26,8911 8,06786
GLUPSO 7 17,13 49,72 26,9571 10,98807
PEPPS1 9 36,96 85,65 62,8967 16,08168
PEPPSO 7 54,95 83,47 66,4371 12,11366
CYSPS1 8 1545,63 2512,29 1836,1938 319,54375
CYSPSO 7 1568,05 2439,14 1945,1257 339,98039
DPPIVPS1 9 33371,00 49582,00 43283,2489 5801,23287
DPPIVPSO 7 34231,82 48119,50 41789,0700 4899,79791
ASPPS1 9 59,17 103,88 83,3122 17,22006
ASPPSO 7 63,15 104,74 80,2057 14,84378
N valido (por lista) 0

Tabla 16.- Valores de la actividad enzimatica por espectrofluorimetria en plasma seminal. (PSAPSO,
APNPSO0, APBPS0, CYSPS0, DPPIVPSO, ASPPS0, NEPSO, actividad enzimatica en plasma aeminal de
espermatozoides que no presentan o es bajo el porcentaje de fragmentacion del ADN espermatico. PSAPS1,
APNPS1, APBPS1, CYSPS1, DPPIVPS1, ASPPS1, NEPPS1, actividad enzimatica en plasma seminal de
espermatozoides que presentan fragmentacion del ADN espermatico).
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Fig. 54.- Gréfica de peptidasas en plasma seminal con mayor actividad enzimatica de
espermatozoides con baja fragmentacion y fragmentados
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Fig. 55.- Gréfica de peptidasas en plasma seminal con menor actividad enzimética de
espermatozoides con baja fragmentacion y fragmentados
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En la figura 56 se muestran los porcentajes de las peptidasas estudiadas
en plasma seminal de los espermatozoides que no presentaban fragmentacion en

el ADN (A), o presentaban fragmentacién (B).

A) Porcentaje de peptidasa en plasma B) Porcentaje de peptidasas en
seminal de no fragmentados plasma seminal de fragmentados
ASPPSO ASPPS1
0% \ PSAPSO 0% ™~ PSAPS1

13% 13%

DPPIVPS
0
33%

CYSPS1 DPPIVPS

2% 1

36%

CYSPSO
1%

PEPPSO

dleprso 0% GLUPS1
0% 0%

Fig. 56.- Gréficas de porcentajes de peptidasas en plasma seminal de espermatozoides sin
fragmentacion (A) o con fragmentacion (B).

El analisis estadistico de los datos se realizo mediante el programa Mcrosoft
Excel y el paquete estadistico SPSS Statistics v.22. El estadistico utilizado fue la
U de Mann-Whitney, no encontrandose relacién de la actividad enzimatica de las
enzimas estudiadas en plasma seminal de espermatozoides con la fragmentacion

del ADN espermatico o sin ella.
2.2. Actividad enzimatica por citometria de flujo

Posteriormente, la presencia de CD13/APN, CD143/ACE y CD10/NEP en

espermatozoides humanos se confirm6 mediante citometria de flujo.

Se deterrminé la presencia de CD13/APN en esperrmatozoides no
fragmentados con una media del 69,87+8,12% frente a 30,50+8,36% en
fragmentados, siendo una p valor >0,05 y la media de intensidad fue de 53,9+1,24

para los no fragmentados frente a 7,03+1,99 en fragmentados.

En el caso de la CD143 el porcentaje de la media de espermatozoides
marcados fue del 50,42+16,56% en el caso de no fragmentados frente a
88,99+1,11% en fragmentados, la media de intensidad fue de 2,08+0,41 en no

fragmentados frente a 7,43+1,39 en fragmentados, siendo la p valor >0,05.
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El marcaje para la CD10 fue del 3,66+0,66% en el caso de los no
fragmentados y de 35,68+6,22% en fragmentados siendo la p valor >0,05, y la
intensidad de 10,21+1,78 para los no fragmentados y de 2,41+0,33 para los
fragmentados (Figura 57, Tabla 16).
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Fig. 57.- Enzimas CD13, CD143 y CD10 por citometria de flujo.

% Espermatozoides positivos Intensidad
No Fragmentados No Fragmentados
fragmentados fragmentados
APN/CD13 |69,87+8,12 |30,50+8,36 53,875+1,24 | 7,025+1,99
Enzimas | ACE/CD146 | 50,422+16,56 | 88,994+1,11 2,088+0,41 7,436+1,39
NEP/CD10 | 3,66+0,66 35,6816,22 10,21+1,78 2,405+0,33

Tabla 16.- Actividad enzimatica APN/CD13, ACE/CD146 y NEP/CD10 por citometria de flujo.
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3. Receptores
3.1. Receptores opioides. Inmunocitoquimica

En la localizacion de los distintos receptores opiodes mu (u), delta (d) y
kapa (K) mediante inmunomarcaje no se ha visto diferencias entre

espermatozoides con ADN fragmentado y los que no lo tenian fragmentado.

En el caso del receptor opioide u se observa inmunomarcaje con mayor
intensidad en la region ecuatorial / postacrosomal de la cabeza, en la pieza

intermedia y en la cola.

El receptor opioide d se encuentra en la membrana plasmatica de la cabeza
del espermatozoide (sobre la region acrosomal), asi como en la region media
(cuello), se detecta también una inmunotincion intensa y uniformemente

distribuida a lo largo de la cola del espermatozoide.

El receptor opioide K se encuentra en la membrana plasmética de la cabeza

del espermatozoide, en la region media, y en la cola.

Por ultimo, el caso de omitir el anticuerpo primario anti-DOR, -KOR 0 -MOR
antes de la adicion del anticuerpo secundario, la tincién fluorescente patrén no es

evidente (Figura 58 y 59).

Al Secundario [Hoechest

[}
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Fragmentados

Fig. 58.- MOR (A). Innmunocitoquimica
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Fig. 59.- DOR (B) y KOR.(C) Inmunocitoquimica

3.2. Receptores Sistema renina angiotensina. Inmunocitoquimica

La localizacion de los distintos receptores del sistema renina angiotensina
AT1R, AT2R, AT4R, PRR y MARS se detecté mediante inmunocitoquimica.

El receptor AT1R, se ha detectadoen la cola de los espermatozoides, el
AT2R se localiza en la region ecuatorial/postacrosomal de la cabeza de los
espermatozoides, ademas se observo un marcaje mas leve a lo largo de la cola

de los espermatozoides.

La localizacion del PRR en los espermatozoides humanos se concentra en
la parte frontral de la cabeza espermatica, sobre la region acrosémica y en la parte

posterior de la cabeza, ademas se observa un marcaje mas leve a lo largo de la
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cola de los espermatozoides, en el caso de los fragmentados la intensidad es

menaor.

En los controles negativos, al omitir el anticuerpo primario especifico, no se

observaron en las muestras uniones inespecificas.

Las imagenes de dichos receptores se muestran en la figura 60.

Al ACZo P H

Ac2efH258

C) Ac2efH258
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Fig. 60.- Inmunocitoquimica de los receptores renina angiotensina en espermatozides sin
fragmentacion y con fragmentacion. AT1R (A), AT2R (B), AT4R (C), PRR (D), MARS (E).,

3.3 Receptores opioides. Citometria de flujo

Se determiné tanto la presencia como el porcentaje del receptor opiode
MOR (u), DOR (8) y KOR (K) en espermatozoides tanto fragmentados como no
fragmentados que expresan estos receptores. Esta determinacion se realizd

mediante citometria de flujo.

Se establecio la presencia de un porcentaje de 97,7% para MOR en el caso
de espermatozoides no fragmentados frente a 94,3% en fragmentados, la
intensidad de este receptor fue de 61,6 para no fragmentados y 37,8 para

fragmentados.

Para el receptor opioide DOR en espermatozoides no fragmentados el

porcentaje fue de 87,8% y 92,0% en fragmentados, la intensidad de este receptor
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fue de 90,1 frente a 35,6 en espermatozoides no fragmentados y fragmentados

respectivamentea.

Por ultimo, para el receptor opioide KOR el porcentaje de espermatozoides

no fragmentados marcados fue del 94% y un 90,7% en fragmentados, mostrando

una intensidad de 75,3 en no fragmentados y 61,5 en fragmentados.

KOR DOR MOR

Control
secundario

Mo fragmentados

L

Fragmentados

% Espermatozoides positivos Intensidad
No Fragmentados No Fragmentados
fragmentados fragmentados
MOR 97,7 94,3 61,6 37,8
DOR 87,8 92,0 90,1 35,6
KOR 94 90,7 75,3 61,5

Fig. 61.- Porcentajes e intensidades de los receptores opiodes MOR (u), DOR (8) y KOR (K) en
espermatozoides tanto fragmentados como no fragmentados que expresan estos receptores por citometria

de flujo.
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La especificidad de los anticuerpos se determiné mediante el analisis de: 1)
una muestra a la que no se le habia afiadido los anticuerpos primario y secundario
(blanco); 2) la adiciébn 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 adicion del anticuerpo
secundario (control del anticuerpo secundario) (Figura 61). Estos tres controles
mostraron patrones de intensidad de fluorescencia similares, demostrando que la
fluorescencia medida en las muestras se debia exclusivamente a la emitida por el

anticuerpo especifico de union a los receptores MOR, DOR y KOR (Figura 61).
3.4. Receptores sistema renina angiotensina. Citometria de flujo

Se determind tanto la presencia como el porcentaje del AT1R, ATZ2R,
AT41IRAP, PRR y MASR de espermatozoides tanto fragmentados como no
fragmentados que expresan estos receptores. Esta determinacién se realizd

mediante citometria de flujo.

Se establecié la presencia de un porcentaje de 94,7% de ATR1 en el caso
de espermatozoides no fragmentados frente a 84,8% en fragmentados, y una

intensidad de 14,7 en no fragmeentados y 8,03 en fragmentados.

Para la AT2R se establecié una presencia de 87,5% con una intensidad de
14,5 en no fragmentados y 63,1% en fragmentados con intensidad 6,53.

Con respecto a la presencia de AT4/IRAP fue superior al 90% en ambos
casos (96,2%-95,1%), sin embargo la intensidad en el caso de los no

fragmentados fue de 42,4 y en el de fragmentados de 21,3.

El PRR y el MARS mostraron un porcentaje de 96.3 y 97,4%
respectivamente para espermatozoides no fragmentados y del 48,2 y 88,7%
respectivamente para el PRR y el MARS en el caso de fragmentados, las
intensidades fueron de 89,5 en no fragmentados y 14,7 en fragmentados para la
PRR, y el receptor MAS mostro una intensidad de 31,1y 8,13 en no fragmentados
y fragmentados respectivamente (Figura 62, Tabla 17).
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Fig. 62.- Receptores SRA por citometria de flujo
% Espermatozoides positivos Intensidad
No Fragmentados No Fragmentados
fragmentados fragmentados
AT1R 94,73 84,84 14,7 8,03
Receptores | AT2R 87,45 63,1 14,5 6,53
AT4R 96,2 95,1 42,4 21,3
PRR 96,3 48,2 89,5 14,7
MAS 97,37 88,7 31,1 8,13

Tabla 17.- Resultados receptores SRA por citometria de flujo.

La especificidad de los anticuerpos se determiné mediante el analisis de: 1)
una muestra a la que no se le habia afiadido los anticuerpos primario y secundario
(blanco); 2) la adiciébn 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 adicién del anticuerpo
secundario (control del anticuerpo secundario) (Figura 62). Estos tres controles
mostraron patrones de intensidad de fluorescencia similares, demostrando que la
fluorescencia medida en las muestras se debia exclusivamente a la emitida por el
anticuerpo especifico de union a los receptores AT1R, AT2R, AT4R/IRAP, PRR y

MARS.
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IV DISCUSION
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Discusion
1. Sobre los resultados clinicos obtenidos
Se calcula que en la actualidad un 15% de parejas necesitan ayuda médica
para conseguir su deseo de paternidad. Algunas de estas parejas realizaran
tratamiento de Inseminacion Intrauterina. Este método de Reproduccion Asistida
esta indicado en casos de esterilidad de origen cervical, patologia seminal leve-
moderada, anovulacion, endometriosis y esterilidad de causa desconocida. Es
necesario que la mujer tenga una buena reserva ovarica, y al menos una trompa
permeable. La muestra seminal debe permitir la recuperacion para la inseminacion

de al menos 5 millones de espermatozoides con motilidad progresiva.

En la literatura se han referido diversos factores prondsticos del resultado
de las Inseminaciones: edad de la mujer, duracién de la infertilidad, etiologia de la
infertilidad, contaje espermatico, numero de foliculos maduros, concentracion de
E2 el dia de la administracion de la HCG y tipo de catéter usado. Sin embargo, los
diferentes investigadores no estan de acuerdo sobre la naturaleza y clasificacion

de estos criterios.

La edad de la mujer era el predictor mas especifico de éxito en todas las
indicaciones. Asi Merviel (2010) refiere una tasa de embarazo en curso en el
38,5% de las mujeres menores de 30 afios versus 12,5 % para las mayores de 40
afos. Nuojua-Huttunen y cols. (1999) encontraron una tasa de embarazo por ciclo
13,7% entre los 811 ciclos de inseminacién intrauterina en mujeres menores de
40 afios, el 4,1% para los mayores de 40 afios, y ningun embarazo después de 42
afos de edad. Sorprendentemente, en el estudio de Brzechffa (1998), la edad de
las mujeres menores de 40 afos no tenia influencia en la tasa de embarazo
después de la estimulacién con clomifeno citrato y HMG. Por el contrario, Bronte
(1999) examind 9963 ciclos y refirié una diferencia relacionada con la edad en la
tasa de embarazo: un 18,9% hasta los 26 afios, el 13,9% entre 26 y 30, 12,4%
entre 31y 35, 11,1% entre 36 y 40, el 4,7% entre 41y 45,y 0,5 % mayores de 45
(P<.001). Por ultimo, Goverde (2000) declaré que la edad de la mujer es el factor
mas importante que influye en la probabilidad de embarazo, sea cual sea el
tratamiento elegido (IAC o FIV). En consonancia con lo presentado, en el grupo

estudiado en la presente investigacion, en que la edad de las mujeres era igual o
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menor de 40 afos, con una edad media de 35,88 afios (rango 32-40 afios), no

hubo diferencias significativas entre el grupo con embarazo y el no gestante.

Otro factor de éxito para el embarazo después de la inseminacién
intrauterina es la duracion de la esterilidad (Erdem et al., 2008). De hecho, se ha
observado a menudo que cuanto menor sea la duracion de la esterilidad, mayor
sera la probabilidad de embarazo. Nuojua - Huttunen y colaboradores (1999)
informaron de diferentes tasas de embarazo si la esterilidad no superaba los 6
afos (14,2 % vs. 6,1%). Sin embargo, otros autores no encuentran esta diferencia
pronostica. En nuestro grupo de estudio no encontramos como factor pronostico
la duracion de la esterilidad, pero todas las parejas presentaban una esterilidad
inferior a los 5 afios, y era el primer ciclo de inseminacién. No hubo diferencias
significativas en la duracion de la esterilidad entre las parejas embarazadas y las

gue no obtuvieron gestacion.

El nidmero de foliculos > 16 mm es un importante factor pronostico. Bronte
y colaboradores (1999) analizando 9963 ciclos encuentran una tasa de embarazo
del 7.6% para un foliculo, 10.1% para dos foliculos, 8.6% para tres foliculos, y 14%
para cuatro foliculos (P<.001). Belaisch-Allart y colaboradores (1988) (con 880
ciclos) confirman estos resultados, con una tasa de embarazo clinico/ciclo de
13.8% con uno o dos foliculos y 19.6% con al menos tres foliculos. En nuestro

estudio, el reclutamiento folicular fue entre 2 o 3 foliculos =16 mm.

Los estudios epidemioldgicos indican que una edad materna superior a 40
afnos, es un factor de riesgo que incrementa la infertilidad y la tasa de abortos,
sobre todo, si la mujer tiene mas de 35 afios (de la Rochebrochard et al., 2005).
En reproduccién asistida, es un factor controvertido. Asi, Belloc (2008) en una
revision retrospectiva de 17000 ciclos, observé que la edad paterna avanzada
(entendido como de ambos progenitores) influia negativamente en la consecucion
de embarazo y positivamente en la produccién de abortos. Sin embargo, Bellver
(2008), no encontré cambios en la calidad embrionaria, tasa de implantacion ni en
la tasa de abortos en 2700 ciclos de FIV. En un estudio reciente realizado por
Dodge y presentado en el congreso de la SRHRE en el 2017, en el cual sobre
19000 ciclos (7.753 parejas) se realizé el estudio con franjas de edades en
mujeres y hombres. El éxito disminuia cuando en la franja de edad de las mujeres

era entre 40-42 afos independientemente de la edad del varon. Pero comparando,
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cuando la mujer era menor de 30 afios y el hombre se situaba entre los 30 y 35
afos la probabilidad de embarazo era 73%, mientras que si el varon estaba en la
franja de 40-42 afios la probabilidad de éxito disminuia al 46%, observandose
alteraciones en los parametros seminales, aumento del dafio del ADN en los
espermatozoides y alteraciones epigenéticas en el esperma que afectan a la
fertilizacion, la implantacion o el desarrollo del embrion. Sin embargo, se sigue
dando mas importancia a la edad de la mujer, ya que los efectos de la edad

masculina son mas sutiles.

La edad media de nuestros pacientes fue de 37,35 afios (rango 29-46
afnos). Duran y colaboradores (2002) concluyeron que el numero de foliculos, la
edad de la mujer / el hombre y la calidad del ADN de los espermatozoides pueden
predecir el resultado de IUL.

Se ha sugerido que el nUmero de espermatozoides moviles inseminados es
un factor predictivo potencial. Segun Sakhel y colaboradores (2005), la tasa de
embarazo por ciclo es del 8% con menos de 500.000 espermatozoides
inseminados frente al 30,6 % para un recuento superior a 5 millones de
espermatozoides moviles. En los 9963 ciclos estudiados por Bronte y
colaboradores (1999), la tasa de embarazo fue de alrededor del 11 % por ciclo,
cuando se inseminaron entre 4 y 6 millones de espermatozoides méviles. Un
aumento adicional en el numero no mejor6 la tasa, pero el valor cae
significativamente si el recuento desciende por debajo de 2 millones (5%). En
nuestra Unidad, una recuperacion inferior a 5 millones de espermatozoides
moviles, es indicacion de Fertilizacion in Vitro. En nuestra serie el REM siempre

fue superior a 5 millones, salvo en un caso que resulté en embarazo.

La influencia de la morfologia espermatica en el resultado del tratamiento
es controvertida. Burr y colaboradores (1996) observaron una caida en la tasa de
embarazo del 18,2 % al 4,3 % por ciclo, cuando la teratozoospermia alcanza el
90% y segun Belaisch-Allart y colaboradores (1988), una tasa de teratozoospermia
mayor del 80% se opone a la IAC. Por otra parte, Wainer y colaboradores (2004)
analizaron 2564 IACs e informd de que las tasas de embarazo no se vieron
afectadas significativamente por teratozoospermia. En nuestra serie de estudio,

los espermatozoides presentaban una morfologia normal segun el Manual de la
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OMS del 2010, salvo en dos casos que la muestra el dia de la inseminacion fue

ligeramente inferior.

Los intervalos de tiempo entre la recogida de semen, procesamiento e
inseminacién, pueden afectar a los resultados de la Inseminacién Intrauterina.
Yavas y Selub (2004) realizaron un estudio retrospectivo, encontrando mejores
resultados cuando la muestra era obtenida en la clinica y no en casa. En nuestra
serie de estudio, en ningun caso transcurrieron mas de 60 minutos desde la
recogida al comienzo del procesamiento, la media fue de 37,53+17,77 minutos,
siendo el minimo de 15 minutos y el maximo de 60. El estudio de los tiempos en
las diferentes fases del procesamiento seminal, demostr0 una diferencia
significativa entre los grupos de embarazadas y no embarazadas en el intervalo
medio de tiempo entre la obtencion y la capacitacion (61 vs. 76 minutos),

coincidente con Ramon (2011).

La capacidad fertilizante del espermatozoide, no se limita solo a su
movilidad, pudiendo intervenir otros factores lesivos en funcion del tiempo de
exposicion al plasma seminal como la exposicion a los factores decapacitantes
(Blegey y Quinn, 1982) que provocarian una prevencion irreversible de la
capacitacion espermatica y su incapacidad fertilizadora, asi como la exposicion
prolongada a los radicales libres (ROS: reactive oxygen species) asociados a una
menor capacidad fertilizante de los espermatozoides (Zorn et al., 2003) ya que
inducen peroxidacion lipidica, dafio en el ADN y la apoptosis de los

espermatozoides (Kothari et al., 2010).

El método de preparacion de la muestra seminal, también tiene importancia.
Aunque hay estudios controvertidos sobre cual, es la mejor técnica. Los gradientes
de densidad, segun un trabajo realizado por Rouen y colaboradores (2013),
observaron que preparando la muestra seminal por gradientes de densidad se
reducia la proporcion de espermatozoides desequilibrados en los eyaculados de
pacientes con reordenamientos cromosomicos pero esta eliminacién es solo
parcial y quedan algunos espermatozoides anormales. Sin embargo, para el caso
de la fragmentacion hay controversias. En el caso que se preparen las muestras
por swim-up, el nUmero de espermatozoides recuperados es menor respecto al
gradiente, pero un incremento de la motilidad con respecto a la muestra inicial.

Con la técnica swim-up se disminuye el nimero de espermatozoides moviles no
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progresivos, aunque la técnica de gradiente permite mejor recuperacion de
espermatozoides moviles seleccionados totales. Tamayo (2017) evidencié un
incremento en el porcentaje de células con potencial de membrana mitocondrial
alto y un menor indice de fragmentacion del ADN con la técnica de swim-up. En la
Unidad de Reproduccion Asistida del Hospital de Cruces, para la técnica de
inseminacion se utiliza la técnica de recuperacion espermatica de gradientes de
densidad, dado que el nimero de espermatozoides recuperados es mayor por

esta técnica.
2. Sobre la distribucién de actividad enzimatica observada

Los primeros trabajos relacionados con el estudio de la actividad
peptidasica, su ubicacion, caracteristicas bioquimicas y sustratos, se remontan a
principios de la década de los afios 60 del siglo pasado, aunque posiblemente el
verdadero interés por el estudio de la misma surgio a finales de la década de los
70 con el descubrimiento de que la inhibicibn de la ACE tenia efectos
antihipertensivos (Ondetti y Cushman, 1977). A partir de este momento se
multiplicaron las publicaciones relacionadas con el analisis de los enzimas
proteoliticos y la regulacion de sus péptidos bioactivos, en situaciones tanto
fisioldgicas como patoldgicas, tratando ademas de encontrar aplicaciones clinicas.
Destacar que la mayoria de los estudios estuvieron encaminados a la descripcion
de las actividades enzimaticas en el sistema nervioso central, no en vano, la
década de los afios 90 fue declarada oficialmente como “la década del cerebro”.
Actualmente existe un nutrido niamero de estudios sobre actividad peptidasica en
tejidos tan diversos como: musculo esquelético, pulmon, corazon, higado, rifidn,
intestino, préstata, etc. (Sentandreu y Toldra, 2007; Singh et al., 2008; Blanco et
al., 2010; Pérez, 2011; Larrinaga et al., 2012; Thorek et al., 2013).

En el afio 2002, Fernandez y colaboradores describieron los niveles de
actividad aminopeptidadsica en diversas fracciones de semen humano
normozoospérmico. Los altos valores observados en las distintas fracciones
(liquido seminal, prostasomas, fraccion espermatica citosdlica y fraccion de
membrana), sugirieron que tanto las peptidasas como sus sustratos naturales
podrian estar implicados en la fisiologia seminal a través de la regulacion de
péptidos fisiologicamente activos, tanto en testiculo como en fluido espermatico
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como en el propio espermatozoide. Posteriormente, limitaron su estudio a los
enzimas reguladores de los niveles encefalinérgicos, es decir, PSA, APN y NEP.
Segun sus resultados, la actividad de la NEP quedé restringida a la membrana de
los prostasomas y no se detecto actividad para PSA en ninguna de las fracciones
seminales mientras que APN fue la Unica enzima presente en todas las fracciones
del eyaculado (Subiran et al., 2008), mostrando una actividad muy superior a la
encontrada en cerebro, rifidn, corazon, musculo o pulmon (Fernandez et al., 2002;
Subiran et al.,, 2011). Con respecto al resto de peptidasas, las enzimas
degradadoras de TRH (PGI y PEP) han sido localizadas en todas las fracciones
seminales de varones normozoospérmicos (Valdivia et al., 2004) y se ha detectado
actividad DPPIV en plasma seminal y en la fraccion espermatica (capacitada) de
pacientes astenozoospérmicos (Ramon, 2011).

Cualitativamente hablando, estudios realizados en nuestro laboratorio
(Valdivia, 2004) demostraron que, en muestras hormozoospérmicas, los mayores
niveles de actividad peptidasica correspondian a la APN, seguida de la dipeptidil
peptidasa IV y, a cierta distancia, el resto de enzimas ensayados. También
rersultados llevados a cabo por nuestro equipo de investigacion en muestras
astenozoospérmicas encontraron que, a nivel espermético, y contrariamente a lo
gue ocurre en semen normozoospérmico, los mayores niveles de actividad
corresponden a la dipeptidil peptidasa IV, seguida de la Aminopeptidasa neutra.
La Prolil aminopeptidasa y la aminopeptidasa basica muestran niveles similares
entre si, y parecidos a la pGlu-AP, pero en todos los casos unas 10 veces
inferiores a los primeros descritos. La aminopeptidasa acida presenta valores
ligeramente inferiores a las cuatro anteriores, mostrando la endopeptidasa neutra

valores minimos de actividad (Ramén, 2011).

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, debemos de hacer
diferentes  consideraciones, dependiendo de la muestra ensayada
(espermatozoide o liquido seminal) y las caracteristicas de la misma (con

fragmentacion o sin ella).

Asi, en lo referido a la fraccibn espermatica en muestras
normozoospérmicas, observamos como los mayores niveles de actividad los

obtenemos en la DPPIV, seguidos de la APN, APB y PSA. Los niveles mas bajos
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los obtuvimos con (por este orden) Cys-AP, Asp-AP y NEP. Estos resultados son
mas coincidentes con los obtenidos por Ramon (2011) y Fernandez (2002), que
con los de Valdivia en 2004, si viene la Unica nota discordante la representan los
niveles de DPPIV y los de los enzimas reguladores de encefalinas. Curiosamente
en nuestros resultados de muestras tanto normozoospérmicas como con media y
alta fragmentacion, no hemos podido detectar actividad espermatica de Glu-
aminopeptidasa y Prolil Endopeptidasa, cuando los resultados de Ramon
demostraban que, al menos en pacientes astenozoospérmicos, los niveles de PEP

resultaban ser similares a los de la APB.

Si podemos remarcar que estos resultados son totalmente coherentes con
los obtenidos al medir tanto el porcentaje de espermatozoides positivos como la
intensidad del marcaje. Asi, los niveles de actividad espectrofluorométrica de la
endopeptidasa neutra son los mas bajos de los observados de todas las
peptidasas estudiadas, coincidente con que sélo el 2,5% de los espermatozoides
Normozoospérmicos presenta inmunomarcaje positivo para este enzima. Sin
embargo, la APN, segundo de los enzimas con mayor actividad fluorimétrica esta

presente en el 70% de los mismos.

A nivel de liquido seminal se mantiene un patrén similar, con los mayores
niveles de actividad para la DPPIV (si bien del casi 1/3 de los observados a nivel
espermatico), seguidos de APN, APB y PSA. Niveles inferiores los observamos
con Cys- y Asp-aminopeptidasas y los mas bajos correspondieron a PEP y Glu-
AP. Como podemos observar, a nivel de liquido seminal de pacientes
Normozoospéermicos si se aprecian niveles (aunque bajos) de estos dos enzimas,
a diferencia de lo observado en este ensayo a nivel espermatico. Finalmente, y tal

como era de esperar, no obtuvimos actividad seminal de Endopeptidasa Neutra.

Si estudiamos los niveles enzimaticos en muestras con fragmentacion,
tanto a nivel espermatico como seminal, observamos una distribucion similar a la
obtenida con muestras normozoospérmicas, y ello independientemente de las
posibles diferencias significativas que pudieran existir entre ambos grupos. Es
decir, los mayores niveles los seguimos observando en DPPIV, seguidos de APN,
APB, PSA, Cys-aminopeptidasa, Asp-aminopeptidasa y NEP en espermatozoides
con ADN no fragmentado y (de forma similar) DPPIV, APN, PSA, APB, Cys-
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aminopeptidasa, Asp-aminopeptidasa y NEP en espermatozoides con ADN
fragmentado; en plasma seminal los mayores niveles los presentan (en orden
decreciente) la DPPIV, APB, APN, PSA, Cys-aminopeptidasa, Asp-
aminopeptidasa, PEP Y Glu-aminopeptidasa.

Mencion aparte merecen los resultados obtenidos con la Unica muestra que
encontramos con una gran fragmentacion, concretamente del 40%, lo que
representaria no solo un porcentaje de fragmentacion muy elevado sino también
una apoptosis muy alta. Asi, los mayores niveles de actividad DPPIV y APN
en esta muestra con alto porcentaje de fragmentacibn se encuentran en
espermatozoides y menores en plasma seminal, siendo los niveles de actividad
en los gametos, y por orden decreciente, los siguientes: DPPIV, APB, PSA, APN,
Cys-AP, Asp-AP y NEP. Resulta interesante observar la tremenda disminucién de
actividad observada en la PSA y APN en comparacion con muestras sin
fragmentacion e, incluso, con las fragmentadas. A nivel de liquido seminal,
nuevamente los mayores niveles los observamos con la DPPIV, seguidos (por este
orden) de APB, APN, PSA, Cys-AP, Asp-AP, PEP y APA. En este caso se aprecia

un descenso importante en los niveles de PSA.

Antes de continuar con la discusion de estos aspectos, resulta entonces
interesante constatar como, independientemente de que se trate de muestras
normozoospérmicas como con fragmentacion moderada, los niveles de actividad
se mantienen, es decir, la importancia relativa de cada uno de los enzimas
ensayados es independiente del proceso de fragmentacion. Y ello tanto a nivel
espermatico como seminal. Algo similar, aunque con la precaucion del nimero de
muestras por un lado y de la radical diferencia de actividad obtenida por otro,
podriamos comentar en relacién con la muestra de gran fragmentacion. En este
caso parece mantenerse la importancia de la actividad de la DPPIV y disminuyen
de manera notabilisima la importancia cuantitativa de los enzimas PSA, APN y
Asp-AP.

Como hemos venido comentando en la introduccion, la DPPIV esta
involucrada en la activacion e inactivacion de un gran namero de citoquinas y
guimosinas (Havre et al., 2008) y ademas de su accidon sobre péptidos bioactivos

y su papel en el sistema inmune, esta aminopeptidasa tendria especial relevancia
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en el transporte especifico de algunos dipéptidos vy tripéptidos (Tiruppathi et al.,
1990). A pesar de ser una glicoproteina de membrana, que presenta un extremo
amino terminal de tan so6lo 6 aminoacidos hacia el citoplasma, un dominio
hidrofébico que la ancla a la membrana y un gran dominio extracelular en el que
se haya el centro activo. También se ha visto, que en ocasiones, la pérdida del
extremo amino terminal insertado en la membrana, puede originar su presencia en
forma soluble en suero humano, liquido cerebroespinal, liquido seminal y otros
fluidos coporales (Ilwaki-Egawa et al., 1998; Carl-McGrath et al., 2006; Ramon,
2011), por lo que es valido encontrar actividad de este enzima tanto a nivel
espermatico como a nivel seminal, si bien resulta llamativo el hecho de que esta
sea la actividad enziméatica més alta hallada en ambas fracciones. Asi, y como
planteamiento de lo anterior, podemos resaltar que se ha encontrado actividad
DPP en testiculos y epididimos de algunos mamiferos (bovinos y ratas), siendo
esta actividad es causada por DPP 4 en el epididimo, mientras que en los
testiculos es atribuida a DPP8/9, pero no se encontré actividad DPP en los
espermatozoides a excepcion de los incrustados en el epitelio, justo antes de su
liberacion a la luz y en las espermatides que presentaban una tincién especifica
para DPP9. (Dubois et al., 2009).

Los niveles de péptidos opioides estan controlados por degradacion
enzimatica, siendo sus enzimas reguladores los mas estudiados hasta el
momento. Especificamente, son dos las enzimas degradadoras de encefalinas: la
APN (recordemos que este enzima también participa en la regulacion del SRA) y
la PSA. Ambas enzimas presentan una actividad particularmente elevada en
semen, siendo significativamente superior con respecto a actividades presentes en
otros tejidos corporales (Fernandez et al., 2002). Sin embargo, actualmente no se
conoce con exactitud la funcion principal de ambas enzimas en la fertilidad

masculina.

También han sido implicadas en el control de los niveles de opioides
endogenos los enzimas APB y APA, si bien estas actividades parecen participar
también en la regulacién de los niveles de otros péptidos. Asi, entre los sustratos
naturales de la APB se encuentran las bradiquininas, encefalinas, somatostatina,
Angiotensina lll y kalidinas (McLellan et al., 1988; Foulon et al., 2004). La APA es

uno de los principales enzimas que regulan la concentracion de Angiotensina Il en
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el ovario humano; es mas, se ha detectado en liquido folicular una

inmunoreactividad Angll-like 10 veces mayor que en plasma (Culler et al., 1986).

Como hemos presentado anteriormente, al menos en lo en lo referido a la
fraccion espermatica en muestras normozoospérmicas, pero que podriamos
extender a muestras con fragmentacion (incluso elevada), observamos como tras
los mayores niveles de actividad obtenidos con la DPPIV, se siguen de la APN,
APB y PSA, como ya hemos mencionado principales enzimas implicados en la
regulacion de los niveles opioidérgicos. Estos péptidos opioides parecen estar
implicados en la movilidad espermatica, aunque los resultados encontrados hasta
la actualidad son contradictorios. Por un lado, la movilidad espermatica desciende
en presencia de altas concentraciones de encefalinas y en presencia de la B-
endorfina (Fraioli et al., 1982, Sastry et al., 1991). Ademas, se ha visto que,
analogos sintéticos de la met-encefalina (DAMME) produjeron también un
descenso de la movilidad espermatica debido a una reduccion en el consumo de
02, sin afectar en la viabilidad del espermatozoide (Foresta et al., 1985). Sin
embargo, otros autores han observado que las encefalinas a bajas
concentraciones son necesarias para mantener la movilidad espermatica
(Fujisawa et al., 1992). Finalmente, algunos estudios, incluso, no detectan efecto
alguno de la met- encefalina sobre la movilidad espermatica (Fraioli et al., 1985).
Agirregoitia y colaboradores (2006) propusieron que el efecto bivalente de los
opioides podria ser debido a la activacion de distintos receptores ya que la
incubacion de espermatozoides humanos con morfina (agonista del receptor p-
opioides) o con naltrindol (antagonista del receptor d-opioide) inhibe la movilidad
espermatica. Ademas, la naloxona, antagonista con afinidad diferencial por los
receptores opioides, modula la movilidad dependiendo de la dosis del antagonista
utilizado (Albrizio et al., 2005; Mari et al., 2005). Aunque el efecto de los péptidos
opioides es contradictorio, algunos autores sugieren que un nivel adecuado de
encefalinas seria necesario para el mantenimiento de la movilidad espermatica ya
gue pacientes con déficit en la movilidad esperméatica (astenozoospermia)
presentan unos niveles de met-encefalina significativamente menores en su
plasma seminal (Fujisawa et al., 1996). En recientes estudios, se ha visto un
incremento en el reconocimiento del papel que juegan los péptidos presentes en el

plasma seminal sobre la motilidad espermatica; asi las peptidasas, tales como la
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endopeptidasa neutra (NEP) y la aminopeptidasa N (APN), poseen efectos
adversos significativos sobre la motilidad espermatica. Curiosamente, varios
estudios recientes demuestran que existe un péptido endégeno inhibidor de NEP /
APN llamado opiorphin presente en el plasma seminal humano, que sugiere que
promueve la motilidad del esperma y pudiendo influir positivamente en la motilidad

del esperma (Jayme et al., 2014).

Ademas del sistema opioidérgico, otro importante modelo de regulacion
fisiologica es el sistema Renina-Angiotensina (SRA), del que existen evidencias
de que la funcionalidad del aparato reproductor masculino depende de la
presencia de un sistema renina angiotensina local. Se ha observado infertilidad en
animales carentes de los genes que codifican componentes SRA, como el enzima
de conversion de la angiotensina (ECA) o angiotensinégeno (Hagaman et al.,
1998). Ademas, la distribucion de los componentes de SRA, los receptores y las
actividades de la angiotensina asociados demuestran funciones que estan
exclusivamente relacionadas con el proceso reproductivo (Leung y Sernia, 2003;
Saridogan et al, 1996). El sistema reproductor masculino presenta varios lugares
de actividad SRA intrinseca. De hecho, todos los componentes de SRA se han
localizado morfolégica y topograficamente. Se ha demostrado que son sensibles
a los andrégenos y a la hipoxia, y que la angiotensina tiene influencia tubular vy,

por consiguiente, de secrecion de fluidos.

Componentes del SRA se han encontrado en los testiculos, epididimo, los
conductos deferentes, la prostata y el semen. Receptores de la angiotensina Il tipo
1 y, en menor medida, de tipo 2 estdn muy extendidos, y receptores de la
angiotensina IV, han sido localizados en la prostata. La angiotensina Il se
encuentra también en el plasma seminal, ademas en concentraciones mas
elevadas que en la sangre, aunque no existen variaciones en cuanto al nimero de
espermatozoides y su movilidad (O’Mahony et al., 2000). Las funciones del SRA
en los procesos locales de los sitios antecitados son todavia inciertos y aun no se
han dilucidado totalmente, aunque hay pruebas de la participacién en la
contractilidad tubular, la espermatogénesis, la maduracién de espermatozoides, la
capacitacion, la exocitosis acrosomal y la fertilizacion. (Vinson et al., 1995;
O’Mahony et al., 2000; Fraser et al., 2001).
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En el presente estudio hemos incluido un amplio espectro de enzimas que
participan en la regulacion de este sistema renina angiontensina, como la Asp-AP,
APA (Glu-AP), APB, APN, PEP, NEP y Cys-aminopeptidasas, siendo la
importancia cuantitativa de cada una de ellas distinta tanto si lo consideramos
desde un punto de vista de actividad como de fragmentacion y muestra. Asi, a
nivel de los gametos, los mayores niveles de actividad los observamos en la APN,
seguida de APB, Cys-AP, Asp-AP y NEP. Curiosamente en nuestros ensayos no
hemos sido capaces de detectar actividad de APA y PEP. A nivel de liquido
seminal, los mayores niveles de estos enzimas los observamos con la APB,
seguida de APN, Cys-AP, Asp-AP, PEP y APA. Dos cuestiones: a este nivel si
hemos encontrado actividad APA y PEP (aunque con niveles bajos), y en segundo
lugar y como era de esperar no hemos observado actividad NEP.

Observamos como, en todas las enzimas estudiadas, salen valores
inferiores de actividad en plasma seminal con respecto a las observadas en
espermatozoide, salvo en el caso de la APB que presenta una media de actividad
superior en plasma seminal. Por otro lado la APN y APB presentan mayor
concentracion en plasma seminal en aquellas muestras que no presentaban
fragmentacion en el ADN de los espermatozoides, sin embargo cuando se realiza
la medida en espermatozoides solo se aprecian valores inferiores de APN en los
gametos fragmentados con respecto a los no fragmentados, sin presentar
diferencias estadisticamente significativas. Este aspecto lo ampliamos un poco
mas en el siguiente apartado, al incluir la determinacién de la APN por citometria
de flujo.

Finalmente, también han sido incluidas en este proyecto de investigacion
enzimas que participan en la regulacion de los niveles oxitocinérgicos (PEP y Cys-
AP), si bien la funcionalidad principal propuesta para este péptido ha sido el utero
gravido: La oxitocina es uno de los agentes uteroténicos mas potentes y es
clinicamente utilizado para inducir el parto. De hecho, la Cys-AP ha sido
considerada en humanos la peptidasa placentaria mas importante a nivel de
membrana, durante el embarazo se ha detectado en plasma una forma circulante,
resultante del corte proteolitico llevado a cabo en el dominio extracelular de la
peptidasa (Nomura et al., 2005). Esta actividad en plasma aumenta

significativamente durante el tercer trimestre de gestacién, para experimentar un
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efecto plateau justo antes del parto (Mizutani et al., 1982; Mustafa et al., 2004;
Pham et al., 2009). Debido a que dos de sus principales sustratos, oxitocina y
vasopresina, generan contraccion y vasoconstriccion uterina, se ha establecido
gue la Cys-AP contribuye al desarrollo normal del embarazo y suprime el dolor
mediante la regulacion del nivel de estas hormonas en suero (Rogi et al., 1996;
Horio et al., 1999).

A pesar de ello, se ha encontrado un sistema completo de oxitocina en
testiculo, epididimo y préstata (Frayne y Nicholson, 1998). En el testiculo, la
oxitocina regula la contractilidad de los tubulos seminiferos, facilitando el
transporte de los espermatozoides inmoviles al epididimo y modula, de manera
autocrina/paracrina, la esteroidogenesis al incrementar la actividad alfa-reductasa
testicular (Nicholson y Jenkin, 1995). La oxitocina esta presente en la prostata en
concentraciones mayores gque en el plasma sanguineo, estando implicada en la
contraccion prostatica y la expulsién de sus productos de secrecion. Ademas,
puede estimular el crecimiento de la préstata en ratones, por incremento de la
actividad mitética en el epitelio glandular (Plecas et al., 1992). Se ha sugerido que
la oxitocina actua como un factor paracrino regulando el crecimiento celular a

través de su actividad sobre la 5 a reductasa (Nicholson, 1996).

La actividad Cys-AP se ha descubierto como proteina transmembrana de
tipo I, no solo en placenta, sino también en otros tejidos tales como cerebro,
corazoén, rifidn, colon, préstata, ovario y musculo esquelético (Keller et al., 1995;
Rogi et al., 1996; Laustsen et al., 1997; Czech y Corvera, 1999; Moeller et al.,
1999; Demaegdt et al., 2004). Se ha observado elevada actividad PEP en el cortex
renal, células epiteliales, fibroblastos, testiculos, linfocitos, trombocitos, placenta y
ovario porcino (Mizutani et al., 1984; Pereira et al., 2009) mientras que esta
actividad en fluidos corporales ha sido baja (Goossens et al., 1996a). Por ello no
puede resultar extrafio que no obtengamos actividad PEP en fraccion espermatica
en ninguno de los casos ensayados (normozoospérmicos y fragmentados), y que
los niveles de Cys-AP (Unica aminopeptidasa de membrana descrita como
degradadora de oxitocina) sean bajos tanto a nivel seminal como espermatico, si

bien tenemos que considerar que este ultimo enzima:

-No es el que presenta los niveles mas bajos y
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-Ha sido descrita en tejidos tan dispares como cerebro, corazon, rifidn,
musculo liso, células adiposas, colon, préstata y ovario (Czech y Corvera, 1999;
Moeller et al., 1999; Demaegdt et al., 2004).

3. Sobre las modificaciones espermaticas y seminales segun el

grado de fragmentacion

El estudio de la infertilidad masculina se ha basado tradicionalmente en el
analisis de semen clasificado de acuerdo con las normas del Manual de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010). Este andlisis se basa en el
namero de espermatozoides, la motilidad, y la morfologia espermatica, aunque
sus criterios de normalidad ofrecen un valor prondstico limitado en la prediccion
de embarazo (Irvine et al., 1994). Aunque existe variacion en la estimacion,
aproximadamente 15% de los pacientes con infertilidad por factor masculino
muestran espermiogramas normales (Agarwal et al., 2005), como resultado
surgieron las pruebas de morfologia con criterios estrictos (Kruger et al., 1988)
para proporcionar informacion adicional acerca de la calidad seminal. Sin
embargo, la fragmentacion del ADN se ha convertido en la Ultima década en un
importante marcador de la calidad del espermatozoide en funcién de su posible
relacion con diversos pardmetros criticos tanto in vivo como en reproduccion
asistida, incluido el desarrollo del cigoto-embriéon y la calidad, la implantacion, el
aborto y la salud del recién nacido (Aitken, 2004; Tesarik et al., 2004; Tomlinson
et al. 2001; Schulte et al., 2010; Shamsi et al., 2010, 2011; Bungum, 2012) y

proporcionar informacion adicional.

Por lo tanto, parece razonable sugerir que con las técnicas de reproduccion
asistida se puede compensar el deterioro de la integridad de la cromatina de
esperma, en particular, si es el ICSI como el método de fertilizacion elegido y sdlo
el espermatozoide morfolégicamente normal se selecciona para la microinyeccion.
Ademas, la seleccion de espermatozoides morfolégicamente normales para ICSI
y la eleccién de embriones de buena calidad para la transferencia en la FIV / ICSI
puede reducir los efectos potencialmente adversos del dafio en el ADN del
espermatozoide en el resultado de las técnicas de reproduccion asistida. En un
trabajo realizado por Ming-Huei Lin (2008) curiosamente, observaron mayores
tasas de aborto cuando el valor de la estabilidad del ADN superé el 15% en el
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grupo de FIV pero no asi en grupo ICSI. Las tasas de aborto mediante ICSI no
parecian estar relacionados con la alta estabilidad del ADN (high DNA stainability
(HDS). Por lo tanto, la ICSI aparentemente compensa las anomalias funcionales
espermaticas asociadas con HDS y eliminaba cualquier influencia significativa que
una alta proporcion de espermatozoides inmaduros pudiese tener en las tasas de
aborto. Es posible que soélo el esperma morfolégicamente maduro fuese
seleccionado para inyectar en ICSI. También observaron que un indice de
fragmentacion alta (> 27%) (DNA fragmentation index (DFI) se asocié con un
mayor indice de aborto espontaneo, aunque no se encontrd significacion

estadistica.

Un aspecto interesante para proporcionar informacion adicional acerca de
la calidad seminal seria comparar precisamente si la fragmentacion del ADN
espermatico estaria relacionada con posibles alteraciones en el metabolismo
peptidico, tanto en el propio espermatozoide como a nivel del liquido seminal que
lo cobija.

Precisamente, los resultados obtenidos en el presente trabajo describen por
vez primera en la literatura cientifica una comparativa del metabolismo peptidico
entre muestras normozoospérmicas y apoptoticas con diferentes niveles de
fragmentacion del DNA, y todo ello tanto a nivel espermatico como seminal. Como
hemos comentado en el apartado de Objetivos, uno de ellos era tratar de observar
si alguno/s de las actividades enzimaticas ensayadas pudieran servir como
marcador en dichos niveles de fragmentacion y, con ello, previo al tratamiento de
fertilidad, conocer a priori la calidad seminal y con ello las posibilidades de éxito

reproductivo.

Lamentablemente, con los resultados obtenidos no podemos apreciar esta
conclusién, ya que aunque observamos diferencias en determinados enzimas y
muestras, la desviacion tipica parece demasiado alta, con lo que, al menos, se
deberian incluir un nimero mucho mayor de muestras, con lo que dejaria de ser
un estudio metabolico/enziméatico para transformarse en un ensayo

epidemioldgico.

En primer lugar, y en relacion con las actividades seminales observadas,

no se aprecian diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los
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ensayos analizados. Esta situacion no deberia ser sorprendente, ya que el liquido
seminal que cobija a los gametos no tendria por qué verse afectado por la
presencia de espermatozoides con fragmentacion. En primer lugar, el grado de
fragmentacion del DNA espermético observado variaba entre el 20y el 40% y, en
segundo lugar, recordemos que los gametos con fragmentacion son también

capaces de fertilizar el ovocito.

En segundo lugar, en relacién con el metabolismo de encefalinas a nivel
espermatico, tanto la PSA como la APN presentan modificaciones de actividad al
comparar muestras fragmentadas e integras, si bien en el caso de la peptidasa
neutra los descensos no resultan ser significativos. Sin embargo, al estudiar la
actividad de la APN/CD13 por citometria de flujo, técnica mas exacta y que
discrimina claramente la fraccibn de membrana y, por tanto, sin “contaminacion”
de la fraccion soluble, observamos un patron mucho mas marcado, ya que el
porcentaje de espermatozoides normozoospérmicos que presenta esta actividad
de membrana es de casi el 70%, mientras que en los espermatozoides con
fragmentacion representa solo el 30%. Este aspecto se ve ademas reflejado en el
grado de intensidad de marcaje, que alcanza un valor de 53,8 en normos y de solo
un 7 en fragmentados. Si comparamos el otro enzima implicado en la regulacion
opioidérgica como es la NEP, observamos que el porcentaje de espermatozoides
Normozoospéermicos que muestran marcaje de membrana para este enzima es del
2,55%, frente al 35,68 de espermatozoides con fragmentacion. Curiosamente la
intensidad se invierte: 10 para normos frente al 2,4 para fragmentados. Es decir
gue tanto el porcentaje presencial como la inmunorreactividad son

significativamente inferiores en gametos que presentan fragmentacion del DNA.

Todo esto quiere decir que, al menos parcialmente, el metabolismo opioide
estd alterado al comparar ambos tipos de espermatozoides. La intensidad de
marcaje de ambos enzimas es claramente inferior en muestras que presentan
fragmentacion del DNA espermatico. Esto resulta coherente, como mostraremos
mas adelante, con los resultados de intensidad de marcaje de los tres receptores

de opioides, significativamente inferiores en muestras fragmentadas.

Si resultan muy llamativos, aunque resulta necesario incluir un mayor

namero de muestras que lo corroboren (en su caso), los niveles de actividad de
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los tres enzimas reguladores de encefalinas (PSA, APN y APB) en la muestra muy
fragmentada. Este dato ademas se aprecia tanto a nivel espermatico como
seminal y resulta interesante, ya que se produce fundamentalmente en estos

enzimas y no en el resto de los ensayados.

Como hemos mencionado anteriormente, ademas del sistema opioidérgico,
otro importante modelo de regulacion fisiolégica es el sistema Renina-
Angiotensina, del que existen evidencias de que la funcionalidad del aparato
reproductor masculino depende de la presencia de un sistema renina angiotensina
local. Se ha observado infertilidad en animales carentes de los genes que codifican
componentes SRA, como el enzima de conversidén de la angiotensina (ECA) o
angiotensindgeno (Hagaman et al.,, 1998). Ademas, la distribucion de los
componentes de SRA, los receptores y las actividades de la angiotensina
asociados demuestran funciones que estan exclusivamente relacionadas con el
proceso reproductivo (Leung y Sernia, 2003; Saridogan et al., 1996). Asi, la
Angiotensina Il (A 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 A Il esperados en los ratones carentes del gen que
codifica para la ACE, enzima encargada de la formacion de la A Il (Paul et al.,
2006). Se ha descrito que la A 1l es un modulador de la actividad espermatica, ya
gue esta implicada en procesos como la movilidad y la reaccion 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 implicacion en la
movilidad, la A Il aumenta tanto el porcentaje de espermatozoides moéviles, como
su velocidad lineal (Vinson et al., 1996). Aunque la Angiotensina (1-7) no ha sido
localizada en espermatozoides maduros, la existencia de su receptor sugiere que
éstos podrian ser influidos por modificaciones en la produccién local de este
péptido (Reis et al., 2010).

Sin embargo, los enzimas reguladores de los niveles de distintos
componentes del sistema renina angiontensina (entiéndase: aminopeptidasas
reguladoras) ensayados en este estudio no muestran alteraciones significativas
cuando comparamos los niveles de actividad en muestras normo y fragmentadas,

y todo ello tanto a nivel seminal como espermatico, y a diferencia de lo que ocurria
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con los niveles de actividad opioidérgica en la muestra muy fragmentada, la
actividad ensayada en este caso tampoco muestra alteraciones significativas. Al
estudiar por citometria de flujo al enzima convertidor de angiotensina (ACE), se
aprecia un mayor numero de espermatozoides fragmentados marcados frente a
los controles (89% frente al 51%) y, en este caso, el grado de intensidad de
marcaje es también muy superior en esperma fragmentado que en
normozoospérmico (7,5 frente a 2). De ello parece deducirse que la actividad del
ACE esta claramente incrementada en los espermatozoides con fragmentacion, lo
gue pareceria indicar un incremento en la formacién de angiotensina Il sin afectar
a la degradacion posterior de la misma. Por ello podriamos quiza sugerir que solo
una parte del metabolismo del SRA local pareceria tener influencia (o estar
influido) a nivel de integridad del ADN del espermatozoide. Resulta necesario
comentar y discutir (mas adelante) las alteraciones que también hemos observado
en los receptores del sistema, por lo que ampliaremos este aspecto en la parte

final de la Discusion (Integracién de Resultados).

En relacion con el metabolismo de la oxitocina, se producen dos

situaciones:

-No encontramos niveles de actividad PEP en espermatozoide, a diferencia

del liguido seminal (aunque con niveles muy bajos), y

-No se aprecian diferencias siginificativas de actividad al comparar ambos
niveles enzimaticos (Cys-AP y PEP) en muestras integras, fragmentadas y muy
fragmentadas, y ello ni a nivel espermatico ni a nivel seminal. En el testiculo, la
oxitocina regula la contractilidad de los tubulos seminiferos, facilitando el
transporte de los espermatozoides inmoviles al epididimo y modula, de manera
autocrina/paracrina, la esteroidogenesis al incrementar la actividad alfa-reductasa
testicular (Nicholson y Jenkin, 1995). Con nuestros resultados parece ser que la
oxitocina participaria regulando el movimiento espermatico pero no directamente

como los opioides, sino indirectamente a traves de los propios tubulos seminiferos.

Tenemos que considerar que este trabajo es uno de los primeros que
intenta relacionar el metabolismo peptidico con el grado de fragmentacion
espermatica, por lo que no resulta facil discutir estos resultados. Por ejemplo, se

ha descrito que existe un componente proteinico como el péptido 3-amiloide (AB)
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en su forma insoluble, que circula en concentraciones bajas en el liquido
cefalorraquideo y sangre. En concentraciones fisiologicas actia como factor
neurotréfico y neuroprotector, sin embargo, con el envejecimiento y sobre todo en
la enfermedad de Alzheimer se acumula, causando neurotoxicidad. La toxicidad
del AB se ha asociado a la generacion de radicales libres que causan peroxidacion
de lipidos y oxidacion de proteinas entre otros dafos. (Manzano-Leon et al., 2006).
El estrés oxidativo se ha asociado con alteraciones en la movilidad espermatica,
principalmente como resultado de la peroxidacion lipidica y el agotamiento de los
niveles de ATP. Ademas, los altos niveles de actividad redox por los
espermatozoides se han correlacionado con la inhibicion de la reaccién

acrosOmica y de la fusion esperma-oocito (Aitken et al., 2004).

Los espermatozoides pueden generar niveles bajos ROS, las cuales
participan en el proceso de capacitacion y culminan en la fertilizacion. En
condiciones de leucocitospermia e infecciones bacterianas pueden generar una
concentracion elevada de ROS en el semen. Los hallazgos de Potts y
colaboradores (2000) indican que los niveles de ROS seminal en individuos con
infeccion genital con ureaplasma, aun sin evidencia de leucocitospermia, fueron
casi dos veces mayores que en los individuos sin infeccion. Los micoplasmas
adheridos a las células huésped pueden liberar ROS, principalmente peréxido de
hidrogenoy radicales superéxido que dafian directamente la membrana cellular
(Rottem ,2003; Avron et al., 1995; Potts et al., 2000). Los micoplasmas adheridos
a los espermatozoides podrian inducir la hiperproduccién de ROS y como
consecuencia la reduccion de la fluidez membranal y alteracion de la capacidad
fertilizante (Rottem, 1998, 2003; Miller et al., 1997; Aitken et al., 2004).

4. Sobre los receptores de opioides

La presencia de los receptores opioides delta-DOR (), mu-MOR (W) y
kappa-KOR (K) en la membrana esperméatica humana fue descrita por vez primera
por nuestro equipo de investigacion en el afio 2006 (Agirregoitia et al.).
Inicialmente ello parecia indicar que los péptidos opioides podrian regular la

funcién reproductora ejerciendo un efecto directo sobre los espermatozoides.

En un reciente estudio se ha demostrado por primera vez que las células

germinales masculinas expresaron MOR activo, DOR y KOR en raton, y las
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principales conclusiones han sido que los receptores activos mu-opioides, delta-
opioides y kappa-opioides estaban presentes en las células germinales
masculinas en los testiculos de ratén. Por otro lado, que los receptores opioides
mu-opioides, delta-opioides y kappa-opioides estan implicados en la regulacion de
la espermatogénesis del ratdon, y que los tres receptores opioides parecian estar
implicados en la regulaciéon de la meiosis masculina en raton modificando la
expresion génica de las proteinas del complejo sinaptonémico. Estos estudios
contribuyen a resolver varias cuestiones relativas al papel de los receptores
opioides en la espermatogénesis para el diagnostico y tratamiento de la infertilidad
masculina (Estomba et al. 2016), como que la administracion cronica de morfina
puede reducir la fertilidad en ratas (Cicero et al., 2002) o que la administracion de
metadona durante 3 dias puede producir espermatocitos con aberraciones

cromosomicas en el raton (Badr et al., 1979).

Como también hemos indicado, los propios péptidos opioides parecen
también estar implicados en la movilidad espermatica, aunque los resultados
encontrados hasta la actualidad son contradictorios. Por un lado, la movilidad
espermatica desciende en presencia de altas concentraciones de encefalinasy en
presencia de la B-endorfina (Fraioli et al., 1982, Sastry et al., 1991). Ademas, se
ha visto que analogos sintéticos de la met-encefalina (DAMME) produjeron
también un descenso de la movilidad espermatica debido a una reduccién en el
consumo de 02, sin afectar en la viabilidad del espermatozoide (Foresta et al.,
1985). Sin embargo, otros autores han observado que las encefalinas a bajas
concentraciones son necesarias para mantener la movilidad espermatica
(Fujisawa et al., 1992). Finalmente algunos estudios, incluso, no detectan efecto
alguno de la met- encefalina sobre la movilidad espermatica (Fraioli et al., 1985).
Por ello nuestro grupo de investigacion (Agirregoitia et al., 2006) propuso entonces
gue el efecto bivalente de los opioides podria ser debido a la activacion de distintos
receptores ya que la incubacion de espermatozoides humanos con morfina
(agonista del receptor p-opioides) o con naltrindol (antagonista del receptor o-
opioide) inhibe la movilidad espermética. Ademas, la naloxona, antagonista con
afinidad diferencial por los receptores opioides, modula la movilidad dependiendo
de la dosis del antagonista utilizada (Albrizio et al., 2005; Mari et al., 2005).
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Parece entonces claro que dado que tanto los propios opioides, como sus
sistemas de regulacion y los tres tipos de receptores han sido descritos en
espermatozoides humanos (Fernandez et al, 2002; Agirregoitia et al., 2006;
Albrizio et al., 2006), existiria una accion directa de los EOP sobre las células

espermaticas, y por lo tanto, sobre la capacidad reproductora del hombre.

Con los resultados que hemos obtenido en el presente trabajo, en primer
lugar al estudiar las micrografias de los receptores espermaticos, no podemos
apreciar diferencias en el patron de inmunomarcaje entre células
normozoospérmicas y fragmentadas, es decir, la localizacion en la membrana
celular parece mantenerse independientemente de que el espermatozoide esté
fragmentado o no. Estos resultados de distribucion de los tres receptores son
bastante coincidentes con los previamente descritos por Agirregoitia y
colaboradores (2006). Asi, mediante inmunomarcaje, observamos que los
receptores delta opioides se encuentran en la membrana plasmética de la cabeza
del espermatozoide (sobre la region acrosomal), asi como en la region media
(cuello). Se detecta también una inmunotincidn intensa y uniformemente
distribuida a lo largo de la cola del espermatozoide. Por otro lado, se observa
inmunotincion del receptor opioide k en la membrana plasmatica de la cabeza del
espermatozoide, en la region media, y en la cola. En el caso del receptor opioide
L se observa inmunomarcaje con mayor intensidad en la regién ecuatorial /
postacrosomal de la cabeza, en la pieza intermedia y en la cola. En el caso de
omitir el anticuerpo primario anti-DOR, -KOR o —MOR antes de la adicion del

anticuerpo secundario, la tincion fluorescente patrén no es evidente.

Por tanto, el inmunomarcaje de receptores de opioides no parece ser un
sistema valido como marcador de fragmentacion del DNA/apoptosis en el
espermatozoide humano. Sin embargo, al estudiarlos por un lado los porcentajes
de espermatozoides que expresan los receptores de opioides y por otro la
intensidad del marcaje en cada caso, si podemos apreciar algunas diferencias

entre ambos tipos de muestras ensayadas.

Desde un punto de vista del porcentaje de gametos que expresan los
receptores, vemos que practicamente no hay diferencias entre ambos tipos de

muestras: 97,7% frente al 94,3% en receptores mu, 87,8% frente al 92% en delta
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receptor y 94% frente al 90,7% en receptores kappa. Por tanto, el grado de
expresion de estos tres diferentes tipos de proteinas de membrana no parecen
alterados por el hecho de que el DNA del gameto se encuentre 6 no fragmentado.
En cambio si se ve afectada la intensidad del marcaje, siendo en los tres casos
significativamente inferior en los espermatozoides que presentan fragmentacion.
Esto es coherente con los resultados de porcentaje/intensidad observados en los
enzimas reguladores de opioides: los niveles de APN/CD13 son significativamente
inferiores en gametos con fragmentacion y con ello se veria disminuida la
degradacion opioidérgica (niveles por tanto mas altos), coherente con el hecho de
gue los espermatozoides fragmentados presentan menor inmunorreactividad

(menor capacidad de respuesta) en los tres receptores ensayados.

Por tanto, independientemente del posible valor como marcador de la
técnica de citometria de flujo para predecir la integridad del ADN del
espermatozoide, parece claro que la fragmentacion en el mismo produce cambios
en la intensidad del marcaje, y pensamos que ello conllevaria una menor
capacidad de respuesta a los péptidos opioides implicados en la regulacion de la

movilidad/reaccién acrosémica.
5. Sobre los receptores del SRA

Como ya hemos indicado, el sistema renina-angiotensina (SRA) 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 funcion sistémica, también se ha demostrado
su existencia en distintos 6rganos y tejidos. Esto ya se sospechaba desde hace
tiempo (de Gandarias el al., 1984), aunque es mas reciente la demostracion de
sus diversas funciones especificas, asi como su presencia en el interior de
distintas células (Herr et al., 2013). Todo esto supone que el SRA no sélo actla a
nivel sistémico sino también a nivel local e intracelular, mediante mecanismos
paracrinos y autocrinos (Atlas, 2007; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008). Estos SRA
locales se caracterizan por: 1) la presencia de distintos componentes, como
angiotensina y las enzimas de conversion; 2) la sintesis local de A Il y otras
angiotensinas; y 3) la union a sus receptores especificos, que como resultado
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desencadena una respuesta fisiologica local (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008). Otra
de las caracteristicas de estos SRA locales, es que pueden actuar como entidades
aisladas, o interactuando con el SRA sistémico y/o con otros sistemas moleculares
(Paul et al., 2006; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

Los espermatozoides para llevar a cabo correctamente su funcion, deben
pasar por una serie de procesos como son la adquisicién de la movilidad, la
capacitacion, la reaccion acrosomica, y el reconocimiento, unién y fecundacion del
oocito (Yoshida et al., 2008; Sakkas et al., 2015). Estos procesos estan regulados
por la actuacidén conjunta de diversos mecanismos moleculares, entre los cuales
se encuentra el SRA (Yoshida et al., 2008; Vinson et al., 1997; Speth et al., 1999).
Asi, tanto la presencia y la distribucion de los componentes del SRA en los
espermatozoides, como la actividad de las angiotensinas asociadas, sugieren que
este sistema estaria regulando la funcion reproductora, actuando directamente

sobre la capacidad fértil de los espermatozoides (Leung y Sernia, 2003).

Hemos presentado anteriormente en la propia Discusién como los enzimas
reguladores de los niveles de distintos componentes del sistema renina
angiontensina ensayados en este estudio no muestran alteraciones significativas
cuando comparamos los niveles de actividad en muestras normo y fragmentadas,
y todo ello tanto a nivel seminal como espermatico (y en muestra muy
fragmentada). De ello parecia entonces deducirse que el metabolismo del SRA
local no tendria influencia/estaria influido a nivel de integridad del ADN del

espermatozoide.

Nuevamente, y al igual que ocurria con los receptores opioides, al estudiar
las micrografias de los receptores espermaticos del SRA, no podemos apreciar
diferencias en el patrén de inmunomarcaje entre células normozoospérmicas y
fragmentadas, es decir, la localizacion en la membrana celular parece mantenerse
independientemente de que el espermatozoide esté fragmentado o no. Asi, en
cuanto a los receptores especificos de la Angiotensina Il, el AT1R (presente en el
94,7% de gametos analizados) lo hemos detectado en la cola de los
espermatozoides, lo que coincide con Vinson y colaboradores (Vinson et al.,
1995a; Vinson et al., 1995b), asi como con Gianzo (2016). EI AT2R se localiza en
la regidbn ecuatorial/postacrosomal de la cabeza de los espermatozoides. Este
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marcaje lo hemos observado en el 87% de los espermatozoides no fragmentados
analizados. Por otro lado, la localizacion del PRR (presente en el 96% de
espermatozoides analizados) en los gametos masculinos humanos se concentra
en la parte frontal de la cabeza espermatica, sobre la regidon acrosémica y en la
parte posterior de la cabeza, donde observamos un intenso inmunomarcaje; sin
embargo, observamos un marcaje mas leve a lo largo de la cola de los mismos.
En cualquier caso, y dado que la localizacién de la mayoria de los receptores del
SRA (salvo quiza el PRR) se sitta en la cola espermética, se podria deducir que,
tal y como sugieren Vinson y colaboradores (1996), estos receptores estarian
relacionados con la regulacion de la movilidad del espermatozoide mas que con

la reaccidon acrosémica del mismo.

En este caso, y dada su localizacion, quiza en esta reaccion pudiera estar
implicado el PRR, lo que coincide con lo sugerido por varios autores en relacion
con esta posibilidad y el SRA (Foresta et al., 1991; Vinson et al., 1997; Gur et al.,
1998; Kohn et al., 1998a; Wennemuth et al., 1999; Sabeur et al., 2000). Ademas,
y tal y como se ha sugerido anteriormente, podria ser que tanto la prorrenina,
proteina precursora de la renina, como la propia renina, actuaran sobre el PRR de
forma independiente al eje clasico (Zhuo et al, 2013) y por ello quiza seria
adecuado presentar los resultados aparte.

Recordando esquematicamente la distribucibn de los receptores del

sistema, asi como los distintos componentes que se unen a ellos, tenemos:

I Angiotensindganc 1 I

Fi=nita l

#r e
| ABETE |

e

FatRTe HAE

=

1 s ri:"-::f'

L= s e -z .

Antlpraiffcracl &
antlanglogenes s
Froapaopto s
Antihlpertrafls
AntHlEraals

Hrzhtaracixn
Engiogeeewin

Higast1 1 asfize

Fibrnais

M? Victoria Aparicio Prieto 206



TESIS DOCTORAL

En nuestros resultados observamos que el marcaje de AT1 (94% normos
frente a 84%), AT4 (96% frente al 95%) y MAS (97% frente al 87%) podrian ser
similares entre ambos grupos de espermatozoides analizados (con niveles
mayores en normozoospérmicos), de manera similar a los receptores opioides, en
gue la fragmentacion (¢ causal/efecto?) no provoca alteraciones en el numero de
gametos que expresan el receptor. Pero parece claro que el AT2 (87% normos
frente a 63% fragmentados) y PRR (96% frente a 48%) presenta un mayor nimero
de espermatozoides no fragmentados que expresan estos receptores. Hay que
tener en cuenta sin embargo también el grado de intensidad en el marcaje,
apareciendo en todos los casos que el nivel es inferior en espermatozoides
fragmentados. Es decir resulta dificil deducir si la diferencia radica en el mayor o
menor numero de receptores presentes 0 que son mas los espermatozoides que
los expresan. Queremos decir que si son menos los espermatozoides que
presentan inmunomarcaje cuando el grado de fragmentacién es alto y que la

intensidad del marcaje es menor podria ser debido a dos circunstancias:

1) Los espermatozoides con fragmentacion del DNA presentan una menor
capacidad de respuesta a los péptidos activos del SRA, al presentar una menor

intensidad de marcaje, 6

2) Esta menor intensidad de inmunomarcaje es debida al menor nimero de

espermatozoides que expresan los receptores.

Aunque curiosamente la segunda posibilidad podria parecer la mas logica,
nosotros (vistos todos los resultados) nos inclinamos a pensar en la primera
posibilidad, es decir, los receptores presentan una menor capacidad de respuesta
por tener un marcaje inferior. Esta conclusion podemos deducirla de manera clara
al comparar el porcentaje de gametos con y sin fragmentacion que son positivos
al marcaje de receptor AT4R: 96% no fragmentados y 95% fragmentados, es decir
practicamente sin diferencia. Sin embargo, la intensidad es de 42 en no
fragmentados frente a 21 en fragmentados, exactamente la mitad.

En cualquier caso, y nuevamente, parece que de alguna manera el SRA

esta implicado en la respuesta celular a la fragmentacion del DNA espermatico.
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6. Integracion de resultados

Trataremos en este apartado final de la Discusién de analizar de forma
integrada los distintos aspectos del metabolismo peptidico que hemos ensayado
en este estudio. Presentaremos primero un analisis del sistema opioide y a

continuacion el del sistema renina angiotensina.

Tenemos que considerar que, salvo los péptidos especificos que
constituyen ambos complejos sistemas, hemos estudiado practicamente todos sus
componentes, tanto desde un punto de vista de sintesis como de degradacién, asi
como la actividad que presentan sus receptores especificos, y todo ello
comparando semen completo (espermatozoides y liquido seminal que los cobija)
en pacientes normozoospérmicos y con fragmentacion del DNA. Ello ha provocado
gue tengamos una gran cantidad de resultados que no son sencillos de integrar y
gue, contrariamente a lo que podiamos esperar al plantear los objetivos originales
de la Tesis, han dado lugar a resultados en muchos casos contradictorios, y todo
ello a pesar de que, como ya hemos mencionado, existe una gran controversia
sobre cdmo cada uno de estos componentes pueden influir tanto en la motilidad
esperméatica como en la reaccion acrosémica. Tendriamos quiza que plantearnos
si las modificaciones observadas en los componentes de los sistemas podrian por
un lado ser adaptaciones del espermatozoide fragmentado (no olvidemos que son
gametos capaces de fertilizar aunque no lleven habitualmente embarazo a
término) para mantener su movilidad y posible reaccion acrosémica, o por otro que
el propio proceso de fragmentacion provoque alteraciones en la capacidad de
respuesta del gameto, alterando tanto su movilidad como la capacidad de reaccion
acrosomica. De todas formas, (por supuesto afiadiendo un mayor numero de
muestras al estudio), estas alteraciones podrian servir como marcadores de
fragmentacion del DNA espermatico, ello de cara a orientar las posibilidades de

éxito de la técnica de reproduccion.
6.1.Integracion de resultados: sistema opioide

De acuerdo entonces con lo que hemos venido presentando, parece
demostrado que los péptidos opioides estan implicados en la movilidad
espermatica, aunque es importante remarcar que los resultados encontrados

hasta la actualidad son tremendamente contradictorios y, lamentablemente, los

M? Victoria Aparicio Prieto 208



TESIS DOCTORAL

resultados obtenidos en el presente proyecto de Tesis Doctoral no terminan de

ayudar a solucionar la controversia.

Por un lado, la movilidad espermatica desciende en presencia de altas
concentraciones de encefalinas y en presencia de la 3-endorfina (Fraioli et al.,
1982, Sastry et al., 1991). Ademas, se ha visto que, analogos sintéticos de la
met-encefalina (DAMME) produjeron también un descenso de la movilidad
espermatica debido a una reduccion en el consumo de 02, sin afectar en la
viabilidad del espermatozoide (Foresta et al., 1985). Sin embargo, otros autores
han observado que las encefalinas a bajas concentraciones son necesarias para
mantener la movilidad espermatica (Fujisawa et al., 1992). Finalmente, algunos
estudios, incluso, no detectan efecto alguno de la met- encefalina sobre la
movilidad espermatica (Fraioli et al., 1985). Nuestro grupo de investigacion
propuso en 2006 (Agirregoitia et al.) que el efecto bivalente de los opioides podria
ser debido a la activacion de distintos receptores, ya que observamos que la
incubacion de espermatozoides humanos con morfina (agonista del receptor p-
opioides) o con naltrindol (antagonista del receptor &- opioide) inhibe la movilidad
espermatica. Ademas, la naloxona, antagonista con afinidad diferencial por los
receptores opioides, modula la movilidad dependiendo de la dosis del antagonista
utilizada (Albrizio et al., 2005; Mari et al., 2005).

Sin embargo, y aunque como matizamos el efecto de los péptidos opioides
es contradictorio, algunos autores sugieren que un nivel adecuado de encefalinas
seria necesario para el mantenimiento de la movilidad espermatica ya que
pacientes con déficit en la movilidad espermatica presentan unos niveles de met-
encefalina significativamente menores en su plasma seminal (Fujisawa et al.,
1996). En recientes estudios, se ha visto un incremento en el reconocimiento del
papel que juegan los péptidos presentes en el plasma seminal sobre la motilidad
espermatica; asi las peptidasas, tales como la endopeptidasa neutra (NEP) y la
aminopeptidasa N (APN), poseen efectos adversos significativos sobre la
motilidad espermatica. Curiosamente, varios estudios recientes demuestran que
existe un péptido endogeno inhibidor de NEP/ APN llamado opiorphin presente en
el plasma seminal humano, que sugiere que promueve la motilidad del espermay

pudiendo influir positivamente en la motilidad del esperma (Jayme et al., 2014).
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Todos estos resultados podrian entonces quiza explicar los resultados
también contradictorios que encontramos en el presente trabajo. Asi, observamos
alteraciones contradictorias de actividad en alguno de los enzimas reguladores
ensayados, si bien estas modificaciones se ven mejor definidas al ensayar tanto
los niveles por citometria como por inmunocitoquimica. En ambos casos se
aprecia un patron muy marcado, ya que el porcentaje de espermatozoides
Nnormozoospérmicos que presenta esta actividad CD13 de membrana es de casi
el 70%, mientras que en los espermatozoides con fragmentacion representa solo
el 30%. Este aspecto se ve ademas reflejado en el grado de intensidad de marcaje,
gue alcanza un valor de 53,8 en normos y de solo un 7 en fragmentados. La
intensidad del marcaje en los tres receptores de opioides es también
significativamente inferior en los gametos que muestran fragmentacion del DNA
espermatico, lo que podria indicar una menor capacidad de respuesta en este tipo
de espermatozoides. Esto, como decimos, es coherente con los resultados de
porcentaje/intensidad observados en los enzimas reguladores de opioides: los
niveles de APN/CD13 son significativamente inferiores en gametos con
fragmentacion y con ello se veria disminuida la degradacion opioidérgica (niveles
por tanto mas altos), coincidente con el hecho de que los espermatozoides
fragmentados presentan menor inmunorreactividad (menor capacidad de

respuesta) en los tres receptores ensayados.
6.2. Integracion de resultados: sistema renina-angiotensina

Los espermatozoides, para llevar a cabo correctamente su funcion, deben
pasar por una serie de procesos como son la adquisicion de la movilidad, la
capacitacion, la reaccion acrosomica, y el reconocimiento, unién y fecundacion del
oocito (Yoshida et al., 2008; Sakkas et al., 2015). Estos procesos estan regulados
por la actuacidén conjunta de diversos mecanismos moleculares, entre los cuales
se encuentra el SRA (Yoshida et al., 2008; Vinson et al., 1997; Speth et al.,
1999). Asi, tanto la presencia y distribucién de los componentes del SRA en los
espermatozoides, como la actividad de las angiotensinas asociadas, sugieren que
este sistema estaria regulando la funcion reproductora, actuando directamente

sobre la capacidad fértil de los espermatozoides (Leung y Sernia, 2003).
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La Angiotensina 1l 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 Angiotensina 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 descrito que la Angiotensina Il es
un modulador de la actividad espermatica, ya que esta implicada en procesos
como la movilidad y la reaccién 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 implicacion en la movilidad, la Angiotensina Il aumenta tanto
el porcentaje de espermatozoides maoviles, como su velocidad lineal (Vinson et al.,
1996).

Aunque la Angiotensina (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).

Los niveles de angiotensina Il estan regulados por el enzima que la
sintetiza, la ACE, en nuestro caso mejor denominada tACE, ya que seria el enzima
convertidor analizado a nivel de la membrana del espermatozoide. Esta tACE esta
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), y principalmente en la membrana plasmatica de la regidon 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 maduracién sexual
(Jaiswal et al., 1983). EI mecanismo a traves del cual la tACE participa en la
funcidn espermatica todavia no se conoce en detalle, aunque, distintos estudios
han demostrado su implicacion en la movilidad, la capacitacion, la reaccion
acrosomica 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). Lo
gue si hemos apreciado en nuestros resultados es el hecho de que los niveles de
tACE son muy superiores en células fragmentadas, tanto desde un punto de vista

de espermatozoides que la expresan como desde un punto de vista de intensidad
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de marcaje. Esto solo puede significar que la produccion de angiotensina Il esta
claramente incrementada en procesos de fragmentacion del DNA espermaético.
Pero, como ya hemos presentado, los niveles de los receptores de All estan
disminuidos (tanto en numero de espermatozoides que los expresan como desde
un punto de vista de intensidad) en espermatozoides fragmentados. Podriamos
quiza deducir de ello que este incremento en los niveles de All se produzca para
compensar el descenso en el nimero e intensidad de los receptores en gametos
fragmentados. Insistimos en el hecho de que los gametos con fragmentacion

consiguen fertilizacion.

Se cree que el AT1R esta implicado en la movilidad espermatica, ya que el
uso de antagonistas de este receptor, como el losartan, inhibe la movilidad,
mientras que tras la adicion de A Il se produce un aumento tanto del porcentaje
de espermatozoides maviles, como de su velocidad lineal (Vinson et al., 1996). De
igual manera, también se ha evidenciado su implicacion en la reaccion
acrosdmica, 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 regién acrosomal de la cabeza de espermatozoides de
raton, aunque, por ahora, no se le ha atribuido ninguna funcién (Wennemuth et al.,
1999). Pero como hemos presentado, en ambos casos hay tanto diferencia

porcentual de espermatozoides marcados como de intensidad del marcaje.

Finalmente, la presencia del MasR en espermatozoides humanos indica
gue estas células tienen la capacidad de responder a la Ang (1-7), y por lo tanto,
podrian ser influidas por modificaciones en la produccion local de este péptido
(Reis et al., 2010). Pero recordemos que este péptido, la Angiotensina (1-7), no
ha sido localizada en espermatozoides maduros, y que la actividad responsable
del control (espermatico-membrana y seminal) de los niveles de este péptido no
difieren entre muestras normo y fragmentadas. Lo mismo podriamos decir del
receptor AT4 y por tanto la capacidad de responder a la angiotensina IV, asi como
la presencia de receptor PRR y la capacidad para responder directamente a la
renina. Lo Unico que podemos presentar en relacion con ellos es que el marcaje y
los niveles de intensidad son mayores en espermatozoides no fragmentados, pero
no hemos observado modificaciones significativas en los enzimas que regulan la

formacion de los agonistas correspondientes (salvo el caso del ECA).
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Podriamos entonces, como hemos planteado anteriormente, concluir que
todo este conjunto de variaciones son:

-una alteracion del espermatozoide con DNA fragmentado para modificar

sus posibilidades de fecundacion

-que el proceso de fragmentacidén provoque alteraciones en la capacidad
de respuesta del gameto, alterando tanto su movilidad como la capacidad de

reaccion acrosomica.
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1) Parece no influir para la consecucion de embarazo y nifio sano en
casa los niveles de fragmentacion en la muestra seminal en fresco (precapacitada)
siempre que se recupere el numero suficiente de espermatozoides para la

realizacion de la inseminacion intrauterina.

2) La técnica de capacitacion por gradientes de densidad, en muestras
normozoospérmicas con respecto a los valores de normalidad de la OMS 2010, a
pesar que muestren fragmentacion moderada en el ADN nos permite recuperar un

numero suficiente de espermatozoides para la inseminacion intrauterina.

3) En gametos control, los mayores niveles de actividad los obtenemos
en DPPIV, seguidos de APN, APB y PSA. Los niveles mas bajos los obtenemos
con Cys-AP, Asp-AP y NEP. A nivel de liquido seminal se mantiene un patrén
similar. Los niveles enzimaticos en muestras con fragmentacion, tanto a nivel
espermatico como seminal, presentan una distribuciéon paralela a la obtenida con
muestras normozoospérmicas. Por tanto, independientemente de que se trate de
muestras normozoospérmicas como con fragmentacion moderada, los niveles de
actividad se mantienen, es decir, la importancia relativa de cada uno de los

enzimas ensayados es independiente del proceso de fragmentacion.

4) En relacion con los niveles de actividad enzimatica obtenidos en
plasma seminal, no se aprecian diferencias estadisticamente significativas al
comparar entre si ninguna de las actividades analizadas, es decir, desde un punto
de vista del metabolismo estudiado, el liquido seminal que cobija a los gametos no

se ve afectado por la presencia de espermatozoides con fragmentacion.

5) En relacion con el metabolismo de encefalinas a nivel espermatico,
solo la APN muestra unos niveles ligeramente inferiores de actividad (no
significativos) en pacientes con elevada fragmentacion. Al estudiar la actividad de
la APN/CD13 por citometria de flujo, se observa un patron mucho mas marcado
(porcentaje de espermatozoides control con esta actividad de membrana 70%, con
fragmentacion 30%). Ademas esta el grado de intensidad de marcaje: 53,8 en
normos y 7 en fragmentados. Es decir, tanto el porcentaje presencial como la
inmunorreactividad son significativamente inferiores en gametos que presentan

fragmentacion del DNA.
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6) Los enzimas reguladores del sistema renina angiontensina
ensayados en este estudio no muestran alteraciones significativas cuando
comparamos los niveles de actividad en muestras normo y fragmentadas, y todo
ello tanto a nivel seminal como espermatico. Al estudiar por citometria de flujo el
enzima convertidor de angiotensina (ACE), se aprecia un mayor namero de
espermatozoides fragmentados marcados frente a los controles (89% frente al
51%) y el grado de intensidad de marcaje es también superior en esperma
fragmentado que en normozoospérmico (7,5 frente a 2). De ello se deduce que la

actividad del ACE estéa incrementada en los espermatozoides con fragmentacion.

7) En relacion con el metabolismo de oxitocina no encontramos niveles
de actividad PEP en espermatozoide, a diferencia del liquido seminal (aunque con
niveles muy bajos), y no se aprecian diferencias siginificativas de actividad al
comparar ambos niveles enzimaticos (Cys-AP y PEP) en muestras integras,

fragmentadas y muy fragmentadas, y ello ni a nivel espermético ni a nivel seminal.

8) No se aprecian diferencias en el patron de inmunomarcaje de
receptores opioides y del sistema renina angiotensina entre células
normozoospérmicas y fragmentadas, es decir, la localizaciéon en la membrana
celular parece mantenerse independientemente de que el espermatozoide esté
fragmentado o no. Si se ve afectada la intensidad del marcaje, siendo en todos
casos significativamente inferior en los espermatozoides que presentan

fragmentacion.

9) En base a estos resultados, se puede concluir que de alguna manera
tanto el metabolismo opioide como el del Sistema Renina Angiotensina estan

implicados en la respuesta celular a la fragmentacion del DNA espermaético.
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